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Los flavivirus transmitidos por los mosquitos son una gran amenaza actual y 
emergente, que afecta a millones de personas en todo el mundo. La forma grave de 
enfermedad comprende la neuroinvasiva descripta para el virus encephalitis Saint 
Louis (SLEV), el virus de la Encefalitis Japonesa (JEV, Japanese Encephalitis virus) 
y el virus del Oeste del Nilo (WNV, West Nile virus), como también la forma 
hemorrágica desencadenada por el virus del dengue (DENV). En este contexto, la 
respuesta inmune es un componente crucial de la defensa del huésped, ya que su 
compromiso podría tener consecuencias sobre la virulencia de la cepa y la 
fisiopatogenia de la infección. En este trabajo se investigó la interacción entre SLEV 
y células de la inmunidad innata, en un modelo de infección in vitro de monocitos 
humanos (células U937) con cepas de distinta virulencia y condiciones 
epidemiológicas de aislamiento (Cba-Ar 4005 y 78V-6507). Se evaluó la capacidad 
de infectar y replicar del virus, se identificó y cuantificó la forma de muerte del 
monocito y se caracterizó el perfil fenotípico y funcional de esta célula mediante la 
determinación de marcadores de maduración y activación (CD14, HLA-DR), la 
expresión de TLR (Toll-like receptor) y mediadores biológicos secretados (TNF,IL-6, 
IL-10). Como resultado de este trabajo de Tesis se ha demostrado la susceptibilidad 
de células humanas de linaje monocítico a la infección y replicación por ambas 
cepas de SLEV. Se ha identificado que la infección por SLEV CbaAr-4005 induce la 
maduración y activación del monocito hacia un fenotipo inflamatorio M1 que no logra 
limitar la infección y promueve su muerte por un mecanismo apoptótico mediado por 
caspasa-3 inducida por vía intrínseca y posiblemente extrínseca. En cambio, la 
infección por SLEV 78V-6507, induce al monocito hacia un fenotipo regulador M2 
que modula su activación y con ello limita su muerte junto con la replicación viral y la 
infección. Las diferencias halladas en la interacción entre las cepas de SLEV y el 
monocito, podrían justificar, en parte, el comportamiento epidemiológico y las 
diferencias de virulencia en modelo murino y aviario manifestado por estas cepas.  
 
 








In this work we investigated the interaction between SLEV and cells from the 
innate immune system in an in vitro infection model of human monocytes (U937 
cells) and strains of different virulence:  Cba-Ar 4005 and 78V-6507, isolated from 
mosquitoes. 
We demonstrated the susceptibility of cells from monocytic lineage to infection 
and replication by both strains of SLEV. The phenotypic and functional profile of this 
cells was characterized by the determination of maturation and activation markers 
(CD14, HLA-DR), TLR expression (Toll-like receptor) and secreted biological 
mediators (TNF, IL-6, IL-10). 
Infection with SLEV CbaAr-4005 has been identified as inducing monocyte 
maturation and activation towards an M1 inflammatory phenotype that fails to limit 
infection and promotes its death by an intrinsically and possibly extrinsically induced 
caspase-3-mediated apoptotic mechanism. In contrast, SLEV 78V-6507 infection 
induces the monocyte to an M2 regulatory phenotype that modulates its activation 
and thereby limits its death along with viral replication and infection. 
The differences found in the interaction between both SLEV strains and monocytes 
could partially justify the epidemiological behavior and differences in virulence in 
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1. INTRODUCCIÓN  
 
 
El SLEV pertenece al género Flavivirus (familia Flaviviridae). Este género se 
encuentra incluido en los denominados arbovirus (del inglés arthropod borne viruses: 
virus transmitidos por artrópodos). Diversas especies virales de este género son 
responsables, cada año, de causar enfermedades severas  y  alta mortalidad en 
humanos (1). En Argentina se conoce que circulan los flavivirus SLEV (2), WNV (3) , 
DENV (4) y recientemente introducido el virus Zika (ZIKV) (5). Desde el año 2002, el 
SLEV experimenta una re-emergencia como agente etiológico de encefalitis humana 
en Sudamérica (2, 6)  
Los factores que intervienen en la aparición de la enfermedad neurológica y 
su gravedad no están completamente dilucidados. Las células de linaje mieloide 
juegan un papel importante en la patogénesis de los flavivirus. El reclutamiento de 
monocitos y macrófagos es un componente clave para el control de la replicación del 
virus en ganglios linfáticos y sangre antes de su invasión al sistema nervioso central 
(SNC) (7,8). Estas células interaccionan con el virus a través de receptores 
específicos e inducen un estado antiviral que promueve la erradicación del 
microorganismo (9). Sin embargo, la co-evolución de los flavivirus con el huésped 
vertebrado ha resultado en una serie de mecanismos que permiten la evasión viral e 
incluso la muerte por apoptosis de células de la inmunidad innata (10). Así la 
apoptosis de la célula huésped puede ser manipulada a fin de favorecer la 
supervivencia y diseminación del virus, cuya llegada a SNC se posibilita por la 
disrupción de la integridad de la barrera hematoencefálica (BHE) causada por las 
citoquinas inflamatorias liberadas por monocitos infectados (11).  
El objetivo de esta tesis doctoral es estudiar la respuesta del monocito, célula 
de la inmunidad innata, frente a la infección con SLEV. Dicho estudio permitirá 
conocer la capacidad del virus para infectar y replicar en esta célula, el fenotipo 
funcional de activación que desarrollan los monocitos durante la infección y evaluar 
posibles mecanismos de evasión viral.  
La comprensión detallada de las consecuencias de la interacción entre SLEV 
y estas células de la inmunidad es fundamental para identificar mecanismos de 
virulencia, factores de susceptibilidad del huésped y posibles focos de intervención 
terapéutica que puedan disminuir el daño a nivel de SNC. 
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1.1     Virus encephalitis Saint Louis 
 
 
1.1.1  Clasificación Taxonómica 
 
El Comité Internacional en la Taxonomía de Virus (traducción del inglés: 
International Committee on Taxonomy of Virases, ICTV) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/lctv/index.htm) clasifica a SLEV dentro de la 
familia Flaviviridae género Flavivirus. La familia Flaviviridae (nombre que hace 
alusión al virus prototipo del grupo, el virus de la fiebre amarilla (YFV: del latín flavu, 
amarillo) está conformada por cuatro géneros, el género Pestivirus (del latin pestis, 
plaga), el género Hepacivirus (del griego hepatos, hígado), el género Pegivirus  y el 
género Flavivirus.  
El género Flavivirus contiene 53 especies virales, la mayoría de ellos son 
transmitidos por mosquitos (http://www.ICTVonline.org/index.asp). El 65% de los 
virus transmitidos por mosquitos causan enfermedad en humanos (1). 
    
 
1.1.2   Organización estructural y genómica 
 
Análisis estructurales han revelado que los viriones maduros de flavivirus son 
partículas esféricas, de aproximadamente 40 a 60 nanómetros (nm) de diámetro  
envueltos por una bicapa lipídica, que constituye aproximadamente el 17 % del peso 
seco del virión y que deriva de la propia capa lipídica de la célula hospedadora (12) 
(Figura 1). SLEV, al igual que los demás flavivirus, presenta un core o nucleocápside 
icosaédrica de 30 nm que protege al genoma viral compuesto por ARN (13). El core 
posee tres proteínas estructurales que cumplen diversas funciones. La proteína de la 
cápside (C), de 12 kilo-Dalton (KDa), se une en múltiples copias de ARN para 
encapsular al genoma viral, formar la nucleocápside y ensamblar las partículas 
virales. La proteína de membrana (M), de 8 KDa, forma la envoltura del virión 
maduro y proviene de la ruptura de la proteína preM (prM). La proteína  de envoltura 
(E), de 53KDa, usualmente glicosilada, es la más grande y es la principal proteína 
presente en la envoltura del virión, participa en el reconocimiento y fusión virus-
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célula. La proteína E induce la respuesta de anticuerpos neutralizantes (AcNT) en el 
huésped  y mutaciones en el gen que la codifica, pueden afectar la virulencia (14). 
 
Figura 1. Esquema de un flavivirus donde puede visualizarse la nucleocápside icosaédrica 
formada por la proteína C. Rodeando esta estructura se encuentra la envoltura viral derivada 
de la membrana de la célula hospedadora, donde están asociadas las proteínas  de 
membrana (M) y la proteína de envoltura (E).  
 
El genoma de SLEV consiste en una molécula de ARN de simple cadena con 
polaridad positiva de 11 Kb de longitud y con 10.963 nucleótidos (nts) (Figura 2). 
Esta molécula en su extremo 5’ presenta una 5’cap (m7G5'ppp5'A) y carece de cola 
de poliadenina (poli-A) en su extremo 3’ (15). Durante la replicación viral, el ARN 
actúa como un único ARN mensajero que posee un sólo marco de lectura (ORF: del 
inglés open reading frame) que codifica para una poliproteína de 3.429 aa que se 
traduce en 3 proteínas estructurales (C, E y M) y 8 proteínas no estructurales (NS1, 
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 2K, NS4B y NS5). Flanqueando al ORF se encuentran 
dos regiones no codificantes (NCR: del inglés non-coding region) de 100 nts 
(extremo 5´) y de 400 a 700 nts (extremo 3´). Estas NCR forman estructuras 
secundarias del ARN que intervendrían dirigiendo los procesos de amplificación, 
translación y empaquetamiento del genoma.  




Figura 2. Representación esquemática de la organización del genoma de flavivirus donde 
se visualiza el marco de lectura abierta y la región no-codificante (NCR).  
 
 
Kuno y col (1998)(16), han determinado que SLEV comparte 
aproximadamente el 72% de su genoma con JEV, WNV y el virus del valle de Murray 
(MVV, del inglés Murray Valley virus).  
Estudios filogenéticos basados en la secuenciación completa del gen de la 




1.1.3  Ciclo de Replicación 
 
El virus ingresa a la célula por el mecanismo conocido como endocitosis 
mediada por receptor, donde el receptor viral de reconocimiento y adsorción a la 
célula es la proteína E (15). Una vez formada la vesícula endocítica, el pH ácido del 
endosoma genera alteraciones estructurales en la proteína E provocando la fusión 
de las membranas endosoma-virión, liberando la nucleocápside al citoplasma, 
aunque también se ha observado fusión directa de la envoltura viral con la 
membrana celular. Luego del desnudamiento viral, comienza la replicación. La 
replicación del ARN viral ocurre en focos perinucleares e implica la síntesis de una 
cadena complementaria negativa que sirve como templado para la síntesis de 
moléculas de cadena positiva. El ARN viral genómico sirve directamente como 
mensajero y es traducido completamente desde su extremo 5´ para producir una 
gran poliproteína precursora que luego es clivada para dar las proteínas virales 
individuales. Las partículas virales se ensamblan mediante invaginaciones del 
retículo endoplasmático y se transportan a lo largo de la ruta secretora, a través del 
complejo de Golgi, donde se produce su maduración (18). Ésta incluye el 
procesamiento de la glicoproteína prM por una proteasa celular del tipo furina, dando 
lugar a la forma madura (M). El corte se produce dentro de los compartimentos 
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ácidos de la red que constituyen el trans-Golgi y permite la reorganización de la 
glicoproteína E para generar partículas maduras infecciosas que se liberan al medio 
extracelular (1) (Figura 3).  
 
Figura 3. Mecanismos de ingreso / salida y replicación viral de flavivirus en la célula 
hospedadora. Obtenido de Stiasny y Heinz  (2006) (19). 
 
 
1.1.4   Ciclos de mantenimiento 
 
SLEV, al igual que los flavivirus en general, necesita de la presencia de un 
organismo que actúe como vector y otro como hospedador, de manera que se 
genere un ciclo que permita mantener al virus en la naturaleza. El vector, un 
artrópodo hematófago, debe ingerir sangre o fluidos corporales que contienen el 
virus y después de un período de replicación dentro de su organismo poder 
transferirlo a otro hospedador por la misma vía. El hospedador en cambio, debe ser 
capaz de desarrollar viremias elevadas y duraderas y compartir con el vector la 
misma distribución en el espacio y en el tiempo (20). 
En Argentina varias especies de mosquitos Culex y Aedes han sido 
postuladas como posibles vectores y las palomas Torcazas (Zenaida auriculata) y 
Columbina picui y Zenaida auriculata como hospedadores amplificadores (21,22). 
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El hombre y otros mamíferos no participan en la transmisión primaria del ciclo 
y son considerados hospedadores terminales (23). 
 
 
1.1.5   Epidemiología de SLEV en Argentina 
 
SLEV, circula desde el sur de Canadá hasta Argentina. Fue aislado por 
primera vez del cerebro de monos Rhesus que habían sido inoculados por vía 
intracerebral con sobrenadantes de extractos cerebrales de pacientes fallecidos (24) 
en una epidemia de encefalitis ocurrida en la localidad de St. Louis, Missouri 
(EE.UU.) (25).  
 El SLEV es endémico en Argentina y su distribución geográfica es muy amplia 
(26). Desde el año 2002 el SLEV experimenta una re-emergencia como agente 
etiológico de encefalitis humana en el cono sur de Sudamérica, con la ocurrencia en 
la provincia de Córdoba del primer brote notificado en Sudamérica (2). En los 
siguientes años, y como resultado de una vigilancia más intensa, se notificaron 
brotes de distinta magnitud y casos aislados en otras provincias como Entre Ríos, 
Santa Fe, Buenos Aires, y San Juan (27). Las causas de esta emergencia en la zona 
central de Argentina podrían estar asociadas con la introducción y circulación de una 
nueva cepa con mayor potencial virémico y patogénico (28) como así también a los 
aumentos en las poblaciones de la paloma torcaza, hospedadora del SLEV (29). 
   
 
1.1.6   Aislamientos de SLEV y caracterización de cepas en Argentina 
 
En Argentina han sido aisladas cepas de SLEV a partir de humanos, roedores 
y mosquitos, en períodos separados de tiempo. Las cepas Bel y Vil fueron aisladas 
en 1963 de pacientes febriles agudos, durante un brote de Fiebre Hemorrágica 
Argentina en la provincia de Buenos Aires (30). Entre 1978 y 1983, seis cepas de 
SLEV fueron aisladas de mosquitos colectados en la provincia de Santa Fe. La cepa 
78V-6507 (genotipo V) fue aislada de Culex quinquefasciatus en la localidad de 
Esperanza en 1978 (31,32).  Otras dos cepas  fueron aisladas de roedores 
capturados  en el  sur de la provincia de Córdoba, cepa CbaAN 9124 y cepa CbaAN 
9275, pertenecientes al genotipo VII (33).  
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Durante el brote de encefalitis por SLEV en Córdoba en 2005, lograron 
aislarse dos cepas (CbaAr-4005 y CbaAr4006) de mosquitos Culex quinquefasciatus 
recolectados en la casa de un paciente con encefalitis con diagnóstico positivo para 
SLEV (6).  
Rivarola y col (2014) (28) realizaron la caracterización biológica en un modelo 
murino de dos cepas no epidémicas (78V-6507 y CorAn-9275) y de la cepa 
epidémica CbaAr-4005.  Estos investigadores observaron que la cepa CbaAr- 4005 
fue la más infecciosa y letal de las tres variantes, produciendo los mayores 
porcentajes de morbilidad, signos de enfermedad en todos los animales inoculados y 
mostrando intervalos más estrechos de aparición de los síntomas respecto a las 
otras cepas. En función de esto se considera que la cepa epidémica CbaAr-4005 
posee mayor virulencia que las endémicas  78V-6507 y CorAn-9275.  
 
 
1.2     Monocitos 
 
 




Los monocitos son una población conservada de leucocitos definida según su 
ubicación, fenotipo, morfología y expresión génica (34-36). En los seres humanos, 
los monocitos representan el 10% de las células nucleadas de sangre periférica, 
también se encuentran en bazo y pulmones, como monocitos marginales que 
pueden movilizarse a demanda (37). El hecho que los monocitos de sangre tengan 
una vida media corta, combinado con la observación de que dan origen a las células 
residentes de tejido en condiciones inflamatorias, condujo a la hipótesis de que los 
monocitos constituyen un depósito de precursores de fagocitos de tejido residente. 
Si bien estudios recientes han establecido firmemente que tanto las células 
dendríticas clásicas (CDC) como la mayoría de los macrófagos de tejido se originan 
y se mantienen independientemente de monocitos circulantes (38), éstos pueden 
complementar a estos subgrupos. Así los monocitos y sus descendientes forman un 
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conjunto de células de gran plasticidad y dinamismo que junto a los fagocitos 
mononucleares residentes en tejido (39), contribuyen en procesos fisiológicos 




Los monocitos junto a los macrófagos, CD y granulocitos representan un 
subgrupo de leucocitos, llamados células mieloides. Durante el desarrollo 
embrionario de los mamíferos, la mielopoyesis comienza en el saco vitelino y termina 
en la médula ósea (MO)(40). Investigaciones recientes en modelos murinos (41) han 
ayudado a entender las vías de desarrollo y las relaciones de linaje en este sistema 
(42), con intrincados caminos en su ontogenia que conducen a la heterogeneidad en 
el fenotipo, la funcionalidad y su diferenciación. Así en MO las células madres 
hematopoyéticas (HSCs, del inglés haematopoietic stem cells) se diferencian en un 
progenitor de macrófagos y CD (MDP, del inglés macrophage and dendritic cell 
precursor) que expresa CD117 (también llamado KIT), CSF1R y CD135. La pérdida 
de este último marcador da origen a una población intermedia conocida 
recientemente como progenitor de monocitos común (cMoP, del inglés common 
monocyte progenitor intermediates) que termina su diferenciación a monocitos en la 
MO. Estos monocitos emigran hacia la circulación sanguínea en respuesta a la 
proteína quimiotáctica de monocitos-1 (MCP-1) (43). 
 
 
1.2.2  Subgrupos de Monocitos  
 
En seres humanos se han identificado, tres poblaciones de monocitos 
circulantes en sangre periférica, según la  intensidad de expresión alta (hi, del inglés 
high), media (mid, del inglés middle ) o baja (low, del inglés low) de los marcadores 
CD14 y CD16. Así como se muestra en la Figura 4 podemos diferenciar a los 
monocitos clásicos CD14hi/CD16- , los  no clásicos  CD14-/low / CD16hi (44) y una 
población intermedia CD14hi/CD16mid (45).  A su vez en ratones se identificaron dos 
subgrupos en sangre, los monocitos LY6Chi CX3CR1
midCCR2+CD62L+CD43low y los 
LY6ClowCX3CR1
hiCCR2-CD62L-CD43hi (46). A través de perfiles de expresión génica, 
la población de monocitos humanos CD14hi/CD16- se equipara con LY6Chi de ratón y 
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la de CD14-/low / CD16hi con LY6Clow (35). Existe evidencia que los monocitos 
LY6Clow y su contraparte en humanos CD14-/low / CD16hi pueden diferenciarse a 
macrófagos en vasos sanguíneos cuya función es mantener la integridad endotelial 
(47). Estudios de microscopia intravital han permitido observar que los LY6Clow y 
CD14-/low / CD16hi patrullan la superficie luminal del endotelio y responden a través 
de Toll-like receptor 7 (TLR7) a las señales de daño locales, induciendo el 
reclutamiento de neutrófilos y regenerando el epitelio (48). Por el contrario los 
monocitos LY6Chi y CD14hi/CD16- son reclutados a sitios de inflamación. Así,  luego 
de una estimulación antigénica estas células dejan la circulación emigrando a través 
de la pared de los vasos sanguíneos hacia el tejido periférico, donde se diferencian a 
macrófagos y CD. El rápido reclutamiento de los monocitos clásicos a sitios de 
inflamación y lesión, hacen de estas células versátiles un componente clave de la 
respuesta del huésped frente a la injuria del patógenos (42). Sin embargo,  esto 
también puede tener efecto perjudicial en el huésped, ya que estas células pueden 
contribuir a la difusión de patógenos y actuar como 'caballos de Troya' introduciendo 










Figura 4. Desarrollo y expresión de marcadores de superficie de los subgrupos de 
monocitos murinos y humanos. Obtenido de Zimmermann y col (2012) (49). El desarrollo de 
monocitos a partir de un progenitor mieloide común (CMP) ocurre en la médula ósea bajo el control 
de M-CSF e IL-34. Un progenitor de macrófagos y CD (MDP, del inglés macrophage and dendritic 
cell precursor) da lugar a monocitos Ly6chi y probablemente también a monocitos Ly6clo. La salida 
de médula ósea está dirigida por CCR2. Los Ly6c
hi
 periféricos pueden transferirse de nuevo a la 
médula ósea y posiblemente transdiferenciarse en monocitos Ly6c
lo
, proceso que también podría 
ocurrir en la periferia. Los subconjuntos de monocitos murinos expresan constantemente F4 / 80 y 
CD11b. Los Ly6c
hi
 clásicos se caracterizan por una alta expresión de CCR2 pero sólo con niveles 
moderados del receptor de CX3CR1. Además, expresan varios receptores de captura (por ejemplo, 
CD32), ligando de selectina CD62L y la integrina VLA - 2. Ly6c
lo
 son menos abundantes en la 
periferia y expresan de manera elevada CX3CR1, CD86 y LFA-1 mientras que CCR2 está casi 
ausente. La gráfica de puntos FACS en la esquina superior derecha ilustra la distribución 
característica de subconjuntos de monocitos humanos en sangre periférica. Los monocitos 







). A su vez, los monocitos intermedios y no clásicos se definen porque 
expresan CD16, también CX3CR1 y una densidad variable de expresión de CD14 y son mucho 
menos abundantes. Abreviaturas: CPM, progenitor mieloide común; GMP, progenitor granulocitos-
monocitos; LFA - 1, antígeno 1 de función de linfocitos; M - CSF, factor estimulante de colonias de 
macrófagos; MDP, progenitor de macrófagos y células dendríticas; VLA-2, antígeno muy tardío 2. 
 
 
1.2.3  Polarización de la función de los Monocitos 
 
Los monocitos son células de gran plasticidad en cuanto pueden adquirir 
distintos fenotipos funcionales influenciados por el microambiente tisular y el 















Clásico ( 90%)    Intermedio ( 5%)  No clásico ( 5%) 
  90%        
Clásico                         No clásico 
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estímulo externo que reciban, proceso este conocido como polarización de 
monocitos/macrófagos (50). Fue un desafío para los inmunólogos llegar a un 
consenso sobre la clasificación de los monocitos/macrófagos debido a la gran 
variedad de estímulos de activación, la dependencia de los resultados según la 
configuración experimental en particular y las diferencias de los perfiles de activación 
de los macrófagos entre los seres humanos y los modelos animales. Recientemente, 
un grupo de líderes inmunólogos han resumido los conocimientos sobre el tema y 
las recomendaciones para la realización de informes y experimentos (51). 
Inicialmente, se habían definido dos fenotipos extremos de polarización, los M1 o 
“monocitos o macrófagos activados clásicamente” cuando son estimulados por el 
interferón gama (IFN ) o lipopolisacárido (LPS) y los M2 o “monocitos o macrófagos 
activados alternativamente” por IL-4 (52) (Figura 5). Los M1 secretan citoquinas 
proinflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral (TNF, del inglés tumor 
necrosis factor), interleuquinas (IL) -6, IL-1 , IL-12, IL-18 y expresan sobre superficie 
las moléculas de complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase II y moléculas 
coestimuladoras.  Por ello son células con elevada capacidad microbicida e 
involucradas en la respuesta inflamatoria contra patógenos. Los 
monocitos/macrófagos M2, a su vez, presentan varios subtipos denominados M2a, 
b, c, dependiendo de los estímulos de activación. Así como observamos en la Figura 
5, los M2a son activados por IL-4, los M2b son activados por complejos inmunes y 
los M2c por IL-10. Cada uno de estos subtipos posee un patrón de secreción 
característico, expresan distintos marcadores de superficie y tienen funciones 
biológicas definidas. Así los M2a tienen fuertes propiedades antiinflamatorias y son 
consideradas células reparadoras de tejidos (53). Los M2a tienen escasa capacidad 
fagocítica y participan en la formación de la matriz extracelular mediante la 
estimulación de la producción de colágeno. Los  M2a expresan antagonista del 
receptor IL-1 (IL-1ra) y secretan CCL18, factor transformante del crecimiento beta  
(TGF , del inglés: transforming growth factor ) y enzimas remodeladoras. Los 
macrófagos M2b y M2c producen IL-10, expresan el receptor de manosa (CD206) y 
diferentes receptores de quimiocinas. En cuanto a su función, ambos subtipos se 






Figura 5. Esquema simplificado de polarización de activación de monocitos. LPS: 
lipopolisacáridos bacterianos; IC: inmunocomplejos; IFNγ: interferón gamma; IL: 
interleuquina; TNF α: factor de necrosis tumoral-alfa; TGF-β: factor de crecimiento 




A nivel experimental in vitro se puede inducir la polarización hacia el fenotipo 
M1 mediante ligandos de receptores tipo Toll (TLRs, del inglés toll-like receptor), 
incluyendo el TNF, LPS, y el IFN  (56) y también hacia el perfil M2, usando los 
estímulos adecuados. Hay consenso entre los inmunólogos en considerar que los 
monocitos/macrófagos más que conformar subpoblaciones estancas, están 
programados para desarrollar cualquier fenotipo funcional, son  células que poseen 
flexibilidad funcional pudiendo adoptar diferentes fenotipos dependiendo del contexto 











1.2.4  Receptores de reconocimiento y  activación de Monocitos.  
 
El primer evento en la infección del monocito por el virus es el reconocimiento 
de moléculas dianas que permiten la endocitosis mediada por receptor. La 
glicoproteína de envoltura E de los flavivirus, es crítica para su infectividad, ya que 
media la unión del virus a receptores celulares (9). La gran variedad de tipos de 
células susceptibles de ser infectadas por flavivirus, sugiere que la glicoproteína E 
reconoce diferentes dianas moleculares (58). Se han propuestos varias moléculas 
de superficie sobre el monocito que facilitarían el ingreso de los flavivirus, incluyendo 
glicosaminoglicanos, tales como  lectinas, el receptor de manosa (RM), el receptor 
de LPS CD14(59) y de las proteínas inducidas por el estrés, tales como las proteínas 
de choque térmico (HSP) 70 y 90 (60). 
Uno de los receptores más estudiados en la interacción con los flavivirus es la 
lectina tipo C, DC-SIGN (del inglés dendritic cell-specific intercellular adhesion 
molecule-3-grabbing non-Integrin (58). Esta molécula se expresa en altos niveles en 
CD derivada de monocitos (CDmo) in vitro, y a niveles más bajos en los macrófagos. 
Está demostrado para cepas de WNV linaje I, que DC-SIGN interacciona con la 
glicoproteína E glicosilada, permitiendo el ingreso del virus (61).  
El RM es otro receptor de lectina que se expresa esencialmente en los 
monocitos y macrófagos, pero también en ganglios linfáticos, células endoteliales del 
hígado, células del riñón y en algunas poblaciones de CD, todos relevantes para la 
infección por flavivirus (58). Tanto el RM como DC-SIGN luego de unirse a los 
viriones, los internalizan por  endocitosis dependiente de clatrina (62).  
La importancia de la interacción con el DC-SIGN en el tropismo de los 
flavivirus y su patogénesis se demostró recientemente con la identificación de un 
polimorfismo de nucleótido en el promotor de DC-SIGN asociado con una 
predisposición a las formas graves de dengue hemorrágico (DH) (63) y encefalitis 
transmitida por garrapatas (64). Se ha demostrado que el RM se une a la 
glicoproteína E de los cuatro serotipos de DENV y que el bloqueo de este receptor 
inhibe la infección (65). Todavía no se ha dilucidado el rol del RM en la patogénesis 
de la infección por flavivirus, como se ha hecho con el DC-SIGN, ya que no hay 
evidencias in vivo, tales como asociaciones de polimorfismos genéticos humanos de 
RM implicadas en la gravedad de la enfermedad por flavivirus. 
Otro receptor que se expresa en monocitos, es el CLEC5A (del inglés: C-type 
lectin domain family 5 member A). En modelo murino, se demostró que la interacción 
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de CLEC5A con JEV no promueve la infección, pero desencadena la liberación de 
citoquinas proinflamatorias de los macrófagos y microglia, causando inflamación, 
fuga vascular y muerte celular (66). Estos efectos pueden prevenirse mediante el 
bloqueo de las interacciones virus-receptor con anticuerpos neutralizantes contra 
CLEC5A, lo que sugiere que esta molécula juega un papel crucial en la patogénesis 
de este virus, en particular en la progresión hacia las formas graves de la 
enfermedad.  
Las consecuencias de la unión de los flavivirus con los receptores 
mencionados se resumen en la Figura 6. En células de mamíferos (Figura 6-A) DC-
SIGN y el RM se unen a los viriones y facilitan su entrada por endocitosis, en cambio 
la unión de un flavivirus a CLEC5A (Figura 6-B) desencadena la fosforilación de la 
proteína DAP12  y la activación de vías de señalización que conducen a la liberación 
de citoquinas proinflamatorias e incrementan la gravedad de la enfermedad (58).  
 
Figura 6. Esquema de la interacción e implicancias de la unión de 
los flavivirus a los receptores de lectina tipo C en células de 
mamíferos. (A) Receptores DC-SIGN y RM. (B) Receptor 
CLEC5A. Obtenido de Perera-Lecoin y col. (2014) (58).  
 
 
La importancia del CD14 como receptor se observó comprobando que LPS 
bacterianos bloqueaban el ingreso de DENV en monocitos humanos a través de su 
receptor CD14 y que la integridad en la estructura de este antígeno celular era 













Recientemente un nuevo grupo de receptores transmembrana, denominados 
TIM (del inglés T-cell immunoglobulin and mucin domain) y TAM (involucra a las 
proteinquinasas TYRO3, AXL y MER) fueron identificados como responsables para 
la infección celular por distintos flavivirus (67). Se ha demostrado que estas 
moléculas, que se unen a la fosfatidilserina promoviendo la fagocitosis de células 
apoptóticas (68), también participan en el ingreso del DENV y WNV al monocito (58).  
Otros receptores cuya participación en la infección por flavivirus se ha 
estudiado ampliamente son los TLR (Figura 7). Estos receptores al interaccionar con 
un ligando PAMP del virus inducen la producción de IFN α/  (69) y de citoquinas 
proinflamatorias TNF, IL-1, 6, 8 y 18 con importantes funciones antivirales (70). 
También se comprobó que las señales que dependen de TLR median efectos 
inmunopatogénicos, como la apoptosis (71), por lo que TLR determinan la 
patogénesis del virus. En función de lo mencionado, algunas estrategias 
terapéuticas o profilácticas antivirales se basan en la estimulación o inhibición de los 
TLR mediante los agonistas o antagonistas respectivos (72).  
Los estudios in vivo con distintos flavivirus han demostrado que los TLR son 
importantes no sólo para promover la inmunidad y el control de la replicación del 
virus sino también por estar involucrados en la fisiopatogénesis de la infección. Con 
WNV se observó que la desregulación de TLR-7 contribuye a una pobre respuesta 
de la inmunidad innata y adaptativa y aumenta la vulnerabilidad a la infección en 
ratones ancianos (73). TLR-3 está señalado como un mediador clave de la 
encefalitis letal en ratones infectados con WNV, ya que media la producción de 
citoquinas proinflamatorias que alteran la BHE permitiendo el ingreso de viriones y 
células infectadas a SNC (74). La evidencia experimental también sugiere la 
participación de distintos TLR en respuesta a la infección con DENV. En este 
sentido, se relacionó la expresión de TLR-2 y TLR-4 en monocitos infectados con el 
perfil de citoquinas producidas y la severidad de la infección (75). Además se 
observó que la estimulación de TLR-3 es importante en el control de la replicación 
del DENV (76). 
Los flavivirus poseen mecanismos para evitar la respuesta inmune innata. En 
este sentido las cascadas de señalización de TLR convergen en la activación de 
factores de transcripción, como IRF-3 y  NFkB (Figura 7), hecho fundamental para la 
inducción de IFN-α/β y el rápido establecimiento de un estado antiviral (77). Está 
demostrado que algunas cepas virulentas de WNV retardan la activación de estos 
factores lo que les permite replicar y diseminar viriones a células vecinas (78).  
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En general, las interacciones huésped- flavivirus mediante TLR, deben ser 
mejor dilucidadas. Son necesarias nuevas investigaciones para comprender mejor 
las consecuencias de la activación del monocito vía TLR, así como determinar si los 
flavivirus antagonizan directamente estas señales. 
 
 
Figura 7. Expresión de TLR y vías de señalización en una célula de mamífero. Se presentan 
los TLRs expresados sobre superficie celular (TLR 1,2,4,5,11), los endosomales (TLR 
3,7,8,13), las moléculas adaptadoras de las vías de señalización (MYD88, TRIF, TRAM) y 
las distintas proteinquinasas que se activarán de manera secuencial para finalmente permitir 
la translocación nuclear de los factores de transcripción (IRF-3 y  NFkB  entre ellos) 
involucrados en la producción de IFN-α/β y citoquinas pro-inflamatorias. Obtenido de O´Neill 





1.2.5  Producción de inmunomoduladores por monocitos activados. 
 
En respuesta al estímulo vía interacción de PAMPs virales con los diferentes 
receptores de reconocimientos de PAMPs (RRP) el monocito produce un conjunto 
de mediadores químicos con acción inmunomoduladora que se unirán a receptores 
específicos regulando así la actividad de otras células (79,80). Dentro de estos se 
encuentran las citoquinas, proteínas pleiotrópicas, redundantes en su accionar y 
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multifuncionales, producidas prácticamente por todas las células en respuesta a 
estímulos (81). Es amplio el grupo de citoquinas liberadas por los monocitos en la 
infección por flavivirus, incluyendo el TNF, IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IFNs 
α y , TGF-β y quimiocinas como la proteína inflamatoria de macrófagos (MIP del 
inglés macrophage inflammatory protein )-1 bis, MIP-1b IL-8, MCP-1, MCP-2, MCP-
3, RANTES (del inglés: regulated upon activation normal T cell expressed and 
presumably secreted), etc (82). 
Estos compuestos, si bien actúan sobre los leucocitos y las células 
endoteliales para promover y controlar las respuestas inflamatorias tempranas, 
también están involucrados en la fisiopatogenia de algunos flavivirus. Así por 
ejemplo, en DENV se relacionan los niveles elevados de IL-6 y TNF con aumento de 
la permeabilidad vascular (83), mientras que TNF también está implicado en la 
apoptosis (84) de células inmunes y endoteliales y mayor riesgo de dengue 
hemorrágico (DH) (85-87). En la infección de flavivirus neurotrópicos como WNV (74) 
y JEV (88) se identifican a las citoquinas inflamatorias como las responsables de la 
ruptura de la BHE, favoreciendo la neuroinvasión viral y las manifestaciones graves 
por daño del SNC (89).  
El rol de las citoquinas anti-inflamatorias en la fisiopatogenia de las 
enfermedades por flavivirus es controvertido. Así, para DENV algunos 
investigadores le asignan a IL-10 un rol protector, asociando elevados niveles de IL-
10 con bajo riesgo de formas severas de dengue (90), otros la asocian a DH, debido 
a la supresión de la respuesta de células T contra DENV (91,92). Entre los flavivirus 
neurotrópicos se observó un rol protector de la IL-10 como inmunomoduladora de la 
respuesta inflamatoria en la encefalitis por JEV (79), pero no en la infección 
experimental con WNV, donde se vinculó a esta citoquina con el incremento de la 
infección (93).  
Si bien es extensa la bibliografía de las implicancias de las distintas citoquinas 
en las consecuencias de la infección por varios flavivirus, es muy escasa en la 
infección por SLEV. Como antecedente está el estudio realizado por Barros y col. 
(2009)(94) utilizando una cepa brasilera de SLEV que determinó la producción 
temprana de IFN-α por macrófagos murinos infectados in vitro. 
El monocito adquiere relevancia no sólo por su participación en la inmunidad 
natural contra el virus sino porque su interacción con células de la inmunidad 
adaptativa como los linfocitos, traerá consecuencias sobre el desarrollo de la 
respuestas antiviral específica y por lo tanto en la severidad de la enfermedad (54). 
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Así, el IFN-γ producido por células Th CD4+ induce la activación clásica de los 
monocitos a un perfil M1 (95) que se traduce en un incremento en el reconocimiento 
y la fagocitosis de patógenos, la liberación de citoquinas inflamatorios (TNF e IL-6) y 
especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés reactive oxigen species) a fin de 
eliminar el microorganismo (79). Uno de los cambios típicos asociados con la 
activación del monocito es el aumento en la expresión de CMH-II, que no se expresa 
en general en los monocitos o macrófagos en reposo, lo que los hace más eficiente 
como célula presentadora de antígeno (CPA) (96). Como CPA, los monocitos 
activados pueden estimular a las células T y amplificar la respuesta inmune 
específica frente al virus condicionando el perfil de respuesta adaptativa, 
convirtiéndose así no sólo en células fundamentales de la respuesta inmune innata 
sino también siendo el nexo para el desarrollo de la inmunidad adaptativa frente al 
virus (9). 
En síntesis, los monocitos tienen un papel protector en la inmunidad contra 
los patógenos, intervienen en el desarrollo de tejidos, la homeostasis y la reparación 
del daño tisular. A pesar de una riqueza histórica de conocimiento sobre estas 
células, los avances recientes han revelado aspectos desconocidos de su desarrollo, 
activación y diversidad funcional (57). 
 
 
1.3     Apoptosis en la Infección viral 
 
 
1.3.1   Mecanismo de Muerte celular por Apoptosis 
 
El término apoptosis fue utilizado por primera vez por el grupo de Kerr y col. 
(1972) (97), para describir un proceso altamente controlado, orquestado por una 
cascada de eventos bioquímicos que conducen a cambios morfológicos que 
terminan en la muerte de la célula. Como se observa en la Figura 8, los cambios 
morfológicos se caracterizan por encogimiento celular (picnocitosis), condensación, 
marginación y fragmentación nuclear, ondulación (en inglés budding) de la 
membrana plasmática, y formación de cuerpos apoptóticos (organelas celulares y/o 




Figura 8. Ilustración de los cambios morfológicos que sufren las células en un 




Los cuerpos apoptóticos rápidamente son fagocitados in vivo por las células 
vecinas y fagocitos residentes (Figura 8). Como consecuencia de ello, la apoptosis 
por lo general no provoca una respuesta inflamatoria ya que el contenido 
citoplásmico no se derrama en el medio extracelular. Además, la fagocitosis de 
cuerpos apoptóticos no genera activación del macrófago ni provoca liberación de 
citoquinas inflamatorias. En cambio, en la muerte por necrosis (Figura 8) la célula se 
agranda, se rompe la membrana celular, liberando su contenido al medio y 
generando respuesta inflamatoria (100).  
 Los eventos bioquímicos de la apoptosis incluyen disminución en el potencial 
de la membrana interna mitocondrial, activación de proteasas selectivas, 
fragmentación del ADN, escisión selectiva de varias proteínas celulares y la 
translocación de la fosfatidilserina (PS) desde el interior hacia el exterior de la 
membrana plasmática (101). Estos cambios son manifestaciones de una maquinaria 
de muerte celular conservada evolutivamente que comprende en su núcleo una 
familia de cisteinil-aspartato proteasas específicas denominadas caspasas (102). 
Frente a un estímulo apoptogénico las caspasas iniciadoras (caspasas -2, -8, -9, y -
10) son reclutadas en grandes complejos de proteínas donde se oligomerizan y 
autoclivan (103) (Figura 9). El complejo de señalización de inducción de muerte 
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(DISC del inglés death-inducing signaling complex) y el complejo apoptosoma son 
los principales andamios en donde las caspasas iniciadoras se autoactivan. El 
ensamblaje de estos complejos de proteínas están involucrados en la señalización 
de la apoptosis por vía extrínseca e intrínseca, respectivamente. Las vías intrínsecas 
y extrínsecas comunican a través de la activación de la proteína Bid (del inglés Bcl-2 
homology domain 3 (BH3)-interacting domain death agonist) (104). La vía extrínseca 
se activa por la unión extracelular de ligandos tales como el TNF, Fas (FasL) y el 
ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL del inglés TNF-related 
apoptosis-inducing ligand) a sus respectivos receptores de muerte, como TNF 
receptor (TNF-R), Fas (CD95 /APO-1) y TRAIL-RI / II (105). Luego de la interacción 
con el ligando, el receptor de muerte se agrega iniciándose la formación del DISC, 
donde la molécula adaptadora FADD (del inglés Fas-associated death domain) sirve 
como plataforma para el reclutamiento y la activación de las caspasas-8 y -10. Por 
otro lado, la vía intrínseca se inicia cuando las proteínas apoptogénicas tales como 
citocromo C, SMAC / Diablo, y HtrA2 / Omi se liberan desde el espacio 
intermembrana mitocondrial al citosol en respuesta a una variedad de injurias, que 
actúan sobre la familia de genes Bcl-2 (genes reguladores intracelulares de la 
apoptosis, entre ellos gen pro-apoptótico Bax y el gen anti-apoptótico Bcl-2) (104). El 
citocromo C se une a la proteína adaptadora Apaf-1 (del inglés Apoptosis protease 
activating factor-1) para formar el complejo apoptosoma, que activa la caspasa-9. 
Una vez activadas, las caspasas iniciadoras activan proteolíticamente las caspasas 
ejecutoras (caspasas-3, -6 y -7). Para lograr su plena actividad, las caspasas 
ejecutoras deben ser liberadas de su inhibidor endógeno, la molécula XIAP (del 
inglés X-linked inhibitor of apoptosis). Esta tarea es realizada por las proteínas 
mitocondriales de muerte HtrA2 / Omi y SMAC /Diablo. La acción de las caspasas 
ejecutoras sobre un gran conjunto de sustratos se traduce en las características 






Figura 9. Representación gráfica de las vías de señalización de la apoptosis. 
Obtenido de Iranpour y col. (2016) (107). La apoptosis se inicia a través de dos rutas 
diferentes, que incluyen las vías apoptóticas extrínseca e intrínseca. Las señales 
extrínsecas son iniciadas por ligandos de muerte celular (por ejemplo, FasL, APO-2L, 
TRAIL, TNF) y activan FADD y posteriormente escinden pro-caspasa-8. La escisión de 
pro-caspasas-8 y -10 inicia la activación de caspasas efectoras incluyendo caspasas-3, -6 
y -7. La vía intrínseca se estimula a través del daño del ADN que activa p53 e induce la 
apoptosis de una manera dependiente de la mitocondria. En este contexto se genera un 
desbalance entre las proteínas pro-apoptóticas y anti-apoptóticas de la familia de las Bcl-2 
lo que lleva a la liberación de citocromo C. El citocromo C liberado puede activar la 
caspasa- 9 que a su vez activa la caspasa-3. También existe una vía de apoptosis 
mitocondrial independiente de caspasa-3, mediada por AIF y endo G que hidrolizan el 
ADN. Abreviaturas: FasL: Ligando de Fas (Apo - 1 / CD95), TRAIL: ligando inductor de 
apoptosis relacionado con TNF (del inglés TNF-related apoptosis-inducing ligand); FADD: 
del inglés Fas-associated death domain; Apaf-1: del inglés Apoptosis protease activating 








1.3.2  Apoptosis de la célula huésped en la infección por Flavivirus 
 
Es importante destacar que los virus, al ser patógenos intracelulares 
obligados, pueden inhibir o retardar la apoptosis de la célula hospedadora, para 
garantizar su replicación y supervivencia. En los flavivirus, la apoptosis constituye un 
factor importante en la patogénesis de la infección ya que está relacionada con la 
severidad de las manifestaciones clínicas y la progresión de la enfermedad (108).  
La apoptosis puede ser inducida por el virus vivo o proteínas virales y, tal 
como se muestra en la Figura 10, lo hacen interviniendo a diferentes niveles de  
señalización de las vías extrínseca e intrínseca. Se ha demostrado que uno de los 
mecanismos involucrados en la apoptosis de células mononucleares de sangre 
periférica (CMSP) infectadas por DENV, sería a través de la interacción de los 
ligandos de muerte y sus receptores, ya que se hallaron niveles elevados TNF en 
sobrenadante de cultivo y aumento en la expresión del receptor Fas (CD95 /APO-1) 
en las CMSP infectadas in vitro (109) e in vivo (110). Además se observó que 
proteínas virales del DENV serían las responsables de aumentar la expresión de los 
receptores de muerte y de caspasa-3 (111). Se demostró también que durante esta 
infección se incrementan los niveles de ROS y NO que inducen apoptosis por vía 
intrínseca de células endoteliales (112). Se ha relacionado la apoptosis de CMSP en 
niños con DENV con la severidad de la enfermedad (110). El WNV, al igual que 
DENV, induce apoptosis por ambas vías. Se han identificado mecanismos mediados 
por Bax (113) y caspasa-3 (114). Además, la observación de que mediante 
antimicrobianos se inhibían de manera conjunta la replicación viral de WNV y la 
apoptosis,  hace pensar que compartirían una vía común de señalización (115).  
Para JEV se ha visto que induce apoptosis por vía mitocondrial a través de la 
producción de ROS por retículo endoplásmico (116) y activación de caspasa- 9 (117) 
y  caspasa- 3 (118) y por vía extrínseca por activación de caspasa- 8 (119). En la 
infección por SLEV son muy escasos los conocimientos que se tienen al respecto. 
Parquet y col. (2002)(120) observaron que SLEV-cepa Parton induce apoptosis por 
vía intrínseca en células mieloides y neuronales mediante el aumento de la 





Figura 10. Vías de muerte o supervivencia en la infección por Flavivirus. Obtenido de 
Ghosh y col (2014)(108). Las vías de muerte celular extrínseca e intrínseca se activan 
durante la infección viral (d, w y j identifican al virus vivo o proteína viral correspondiente 
al virus dengue, del Nilo occidental (o west Nyle) y de la encefalitis japonesa, 
respectivamente. Los Flavivirus también pueden activar la apoptosis mediante la 
señalización vía retículo endoplásmico y aumentar los productos relacionados con el 




Numerosos estudios reflejan que la inducción o inhibición de la apoptosis de 
la célula hospedadora infectada depende de un delicado balance entre las 
estrategias pro-apoptóticas y antiapoptóticas desarrolladas durante la interacción 
hospedador-patógeno (100). La patogenicidad de los flavivirus radica en su habilidad 
para infectar diferentes tipos de células, replicar en ellas y causarles la muerte por 
apoptosis (107,108). Además, si la célula infectada es un monocito, la inducción o no 
de la apoptosis tendrá consecuencias sobre el desarrollo de la respuesta inmune 
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frente al agente invasor, reforzando su importancia en la fisiopatogenia de la 
infección por SLEV y nuestro interés en estudiar este proceso. 
 
 
1.4 Patogénesis de la enfermedad neuroinvasiva por Flavivirus: compromiso 
de los monocitos y la apoptosis.  
 
Luego de que un flavivirus se inocula en dermis mediante la picadura de un 
mosquito infectado, se reclutan monocitos desde MO al sitio de la infección, 
iniciándose la respuesta inflamatoria (Figura 11). El reclutamiento de los monocitos 
es clave en la primera línea de defensa y en el control de la propagación viral (8). La 
diferenciación de estos monocitos en células inflamatorias M1 en piel y nódulos 
linfáticos (NL) satélites, puede limitar la difusión viral temprana ya que inducen un 
estado antiviral que promueve la erradicación del virus (121). Así las células M1 
pueden limitar la infección por la depuración viral directa (clearence viral) mediante 
la producción de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y demás compuestos 
antivirales e intervenir en la generación de la respuesta adaptativa, comportándose 
como CPA. Si el virus logra evadir la respuesta primaria de protección se produce su 
diseminación a NL y sangre, generándose una viremia primaria y la infección de 
otros tejidos. Tras el establecimiento de la infección inicial, la diseminación del virus 
a través del torrente sanguíneo se asocia temporalmente con enfermedad febril e 
infección sistémica.  En la mayoría de los casos la curva de viremia presenta un pico 
de corta duración (2 a 3 días) seguido de una rápida declinación (23). Los monocitos 
y  macrófagos son las células principales que facilitan la replicación viral durante 
esta fase de la enfermedad. Los sitios de replicación se ubican en distintos tejidos 
extra neurales como bazo, corazón, pulmón, riñón, músculo esquelético, duodeno, 
páncreas  y timo. Esto genera la activación de monocitos y macrófagos en los 
órganos infectados y la producción exacerbada de citoquinas proinflamatorias, con 
consecuencias devastadoras para el cerebro (122). Está postulado, para WNV, que 
por la vía del TNF se induce la producción de ROS y especies reactivas de nitrógeno 
(RNS) que alteran la integridad de la BHE y permiten la neuroinvasión viral. Otro 
mecanismo sugerido es el generado por la respuesta inflamatoria que permitiría la 
infiltración de monocitos infectados a SNC vía interacción de quimioquinas (CCL2, 
CCL5, CXCL10) con sus receptores respectivos (11,123,124). Este mecanismo de 
llegada de virus a cerebro se conoce como hipótesis de "caballo de Troya" (125). De 
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esta manera se establece una respuesta inmune inflamatoria en SNC y apoptosis de 
células nerviosas con efectos deletéreos y manifestaciones clínicas severas, como 
meningitis, encefalitis o meningoencefalitis (8,89).  
Aún no está completamente esclarecido cuánto daño cerebral es debido a la 
muerte celular inducida por el virus, cuánto a la apoptosis y cuánto al proceso 




Figura 11. Patogénesis de la encefalitis por flavivirus. Los mecanismos claves en el 
control inmunológico de la infección por flavivirus se muestran en mayúsculas.  
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 Determinar la capacidad de infección y replicación de SLEV en monocitos 
humanos. 
 
 Conocer las consecuencias de la infección con SLEV en la sobrevida de los 
monocitos. 
 
 Evaluar la expresión de moléculas de superficie, receptores y la producción 
de inmunomoduladores en monocitos infectados con SLEV. 
 
 Relacionar los hallazgos inmunológicos con las características biológicas de 















3.        MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
3.1      Cepas de virus y stock viral 
 
3.1.1   Preparación de los stocks virales 
   
Se trabajó con las cepas SLEV 78V-6507 (genotipo V) (1) y CbaAr-4005 
(genotipo III) (2), aisladas de mosquitos Cx. quinquefasciatus y almacenadas en el 
laboratorio de Arbovirus del Instituto de Virología “Dr. J. M. Vanella”, Facultad de 
Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Córdoba. 
Se prepararon los stock virales inoculando por vía intracerebral ratones albino 
suizos (RAS) cepa Rockefeller W-1 de  1-2 días de vida, con 0.02 mL de cada una 
de las cepas antes mencionadas. Al cabo de tres o cuatro días (en función de 
síntomas de enfermedad o muerte animal), se extrajo el cerebro y se preparó una 
suspensión al 10 % P/V en Medio Esencial Mínimo (MEM) modificado con sales 
Earle y L-Glutamina y suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y 
gentamicina al 1%. La suspensión se centrifugó a 10.000 r.p.m. durante 30 min. en 
centrífuga refrigerada, posteriormente el sobrenadante se separó y se fraccionó en 
alícuotas que se conservaron a –80º C hasta su utilización. 
Los animales fueros mantenidos en el bioterio del Instituto de Virología. Todos 
los procedimientos se llevaron a cabo utilizando la guía del Comité Institucional para 
el Cuidado y Uso de animales de laboratorio de la Escuela de Medicina de la 
Universidad Nacional de Córdoba, en concordancia con la Guía para el Uso y 
Cuidado de animales de laboratorio y la directiva EC 86/609, NIH-USA (1996). Los 
procedimientos fueron aprobados por el Comité de Ética de la Facultad de Ciencias 
Médicas, UNC, bajo el número de identificación: 02/13-674/09. 
 
 
3.1.2  Titulación de los stocks virales 
 
Se realizó mediante el método de formación de placas de lisis bajo agar en 
células Vero (riñón de mono verde africano). Una monocapa confluente de células 
39 
 
Vero se infectó con 100 uL de cada dilución seriada (factor 10) del stock viral (por 
triplicado) y se incubó durante 1h a 37ºC con atmosfera húmeda conteniendo 5% 
CO2, para permitir la adsorción del virus. Transcurrida esta etapa, se cubrió la 
monocapa con una solución semi-sólida constituida por partes iguales de agarosa al 
1% y MEM de doble concentración (2X). Cuando esta capa se solidificó, las células 
se mantuvieron en estufa con atmósfera húmeda conteniendo 5% CO2 a 37ºC. El 
cultivo fue observado diariamente al microscopio óptico invertido para detectar la 
aparición de unidades formadoras de placas (u.f.p). La lectura final se realizó el día 
en el cual no aparecen nuevas u.f.p., que para SLEV es, 7 días. El título viral se 
expresa como el número de u.f.p. para el volumen de inóculo de la última dilución de 
virus en la que se observa u.f.p.    
 
 
 3.2     Línea Celular U937  
 
3.2.1   Generalidades 
 
Se utilizó la línea celular U937 (American Type Culture Collection ATCC Nº 
CRL-1593.2TM) como modelo in vitro de infección viral en células de la inmunidad 
innata. Estas células fueron obtenidas a partir de un linfoma histiocítico humano (3). 
Poseen morfología monocítica, crecen en suspensión y luego de estimulación con 
forbol-12-miristato-13-acetato (PMA)  producen lisozima, α2-microglobulina y TNF 
(4). Las U937 poseen fenotipo de células monocíticas detenidas en un estado 
inmaduro de la diferenciación del linaje monocítico. 
 
 
3.2.2   Condiciones de cultivo 
 
Las células U937 se mantuvieron en suspensión en frascos de Roux (de 25 
mL o 75 mL de capacidad según el experimento a realizar), con medio de cultivo 
RPMI 1640 (Sigma) suplementado con 10% V/V de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) 
y 1 % V/V de gentamicina. Se incubaron a 37 C y en atmósfera al 5% V/V de CO2 y 
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semanalmente se realizaron subcultivos diluyendo la suspensión de células 1:3 en 
medio de cultivo fresco.  
Para realizar cada subcultivo se trasvasó la suspensión desde el frasco de 
Roux a un tubo cónico de polipropileno, luego de centrifugar, se descartó el 
sobrenadante y se realizó el recuento de células y la determinación de la viabilidad 
celular por azul trypán. Finalmente, se resuspendió el pellet en un volumen 
determinado de medio de cultivo de acuerdo al tamaño del nuevo contenedor y del 
número del recuento celular.  
 
 
3.3     Infección de células U937 
 
Se realizaron ensayos de infección con cada cepa de SLEV analizada. Para 
realizar cada uno se tomó, de botellas de cultivos de las U937 con una viabilidad 
superior al 95%, el volumen que contenía el número de células requerido para las 
determinaciones posteriores. Se trasvasó dicho volumen a un tubo cónico de 
polipropileno, se centrifugó 3 minutos a 1500 r.p.m, se descartó sobrenadante y las 
células se resuspendieron en 200 uL de RPMI 1640. Las células fueron infectadas 
con un inóculo viral de 200 uL con un índice de multiplicidad de infección (MOI) 
cercano a 1. Este índice se define como la relación entre el virus absorbido y el 
número total de células en cultivo, es decir el número real de virus que recibe cada 
célula, y se calcula en base a los resultados obtenidos en la titulación de los stocks 
por u.f.p. (MOI=1 equivale a 1u.f.p. por célula). Después de 1 h de incubación en 
atmósfera húmeda conteniendo 5% V/V de CO2 a 37ºC, se recolectó el 
sobrenadante para descartar el virus no absorbido y se realizaron dos lavados con 
PBS. Como control negativo (-) se utilizaron células incubadas sólo con RPMI. 
Las células U937 infectadas y los controles negativos se cultivaron en placas 
de seis pocillos a una densidad de 2x105cel/mL en RPMI 1640 suplementado con 
SFB al 5% V/V. Se incubaron en estufa con atmósfera húmeda al 5% V/V de CO2 y 
37ºC durante 5 días. En cada pocillo se colocaron portaobjetos redondos a fin de 
que parte de las células se adhieran a ellos y obtener improntas para la detección de 
antígeno viral y apoptosis.  
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Durante los cinco días de duración del ensayo de infección se retiraron a 
diario desde el primer día post infección (pi)(24 hs) hasta 5 días pi (120hs), células, 
sobrenadantes y portaobjetos a fin de realizar las diferentes determinaciones. 
 
3. 4    Detección de antígeno viral 
 
La detección de antígeno viral (Ag) se realizó por Inmunofluorescencia 
Indirecta sobre las células adheridas a portaobjetos.  
 
 
3.4.1 Obtención de las improntas 
 
De los experimentos de infección realizados según punto 3.3, se retiraron los 
portaobjetos cada 24 h durante 5 días pi  y se sumergieron en acetona pura durante 
20 min a 4 C, luego se lavaron 2 veces con 100 uL de PBS filtrado, se secaron y se 
conservaron en freezer -20 ºC. 
 
 
3.4.2   Procedimiento de Inmunofluorescencia 
 
Se retiraron los portaobjetos del freezer y se los dejó pocos minutos a Tº 
ambiente (TA). En cada vidrio, se colocó 100 uL de solución de PBS con albúmina 
bovina al 5% V/V, durante 30 min a 4ºC, para bloquear los sitios de uniones 
inespecíficas. Luego se agregó 50 uL de anticuerpo murino anti-SLEV (SIGMA 
Chemical Co, St.Louis, Mo) en una dilución 1/ 100, en albúmina bovina al 1% V/V, y 
se incubó durante 30 min a 37 ºC. Posteriormente, se lavó 3 veces con una solución 
de PBS al 1% de albúmina bovina y se agregó 50 uL de anticuerpo de cabra anti 
cadena γ de ratón conjugado con isotiocianato de fluoresceína FITC (SIGMA 
Chemical Co, St.Louis, Mo) en una dilución 1/300 (en PBS con albúmina sérica 
bovina al 1%). Se incubó 30 min a TA en oscuridad y seguidamente se lavó 3 veces 
con una solución de azul de Evans al 1% en PBS. Finalmente se montó cada vidrio 
con Fluor-Save (SIGMA Chemical Co, St.Louis, Mo) y se analizaron utilizando un 
microscopio de epi-fluorescencia Olympus Motorized Inverted Research, Modelo 
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IX81. Imaging Software: Cell M. Se utilizó el filtro de FITC verde 43IF550-W45 y 
filtros de balance azul-día 45-LBD-IF.  
 
 
3.5     Curva de replicación viral 
 
De los ensayos de infección de las células U937 del punto 3.3, se procedió a 
recolectar los sobrenadantes con la carga viral acumulada desde el momento de la 
infección, a las 24, 48, 72, 96 y 120 hs post inoculación y se los conservó a -80°C. 
Posteriormente se cuantificó la carga viral (como una medida para estimar la 
replicación) mediante PCR en tiempo real cuantitativa (qRT-PCR) utilizando sondas 
específicas para SLEV.  
 
 
3.5.1   Extracción del ARN viral 
 
Para extraer el ARN viral se utilizó el kit de extracción de ADN/ARN de Axigen 




3.5.2   PCR en tiempo real  
 
Para realizar la cuantificación de la carga viral presente en los sobrenadantes 
se realizó una PCR en tiempo real (qRT-PCR) desarrollada en nuestro laboratorio en 
colaboración con el Instituto de Salud Carlos III de España.  Para ello se utilizaron 
cebadores (en inglés, primers) que amplifican un fragmento de la región 3’ no 
codificante de SLEV (Tabla I). En paralelo se diseñó una sonda tipo Taq Man 
marcada con colorante VIC que hibrida con el fragmento amplificado (Tabla I). Se 
determinó la cantidad de virus mediante la realización de una curva de calibración 
utilizando plásmido con un número de entre 10-109 copias del virus. Además, se 
utilizó un control interno (ci) de 1000 copias y una sonda que hibrida con el mismo, 
marcada con colorante NED. Para la reacción se utilizaron 25 uL de una mezcla 
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conteniendo: 12,5 uL de Buffer Tampón (2X) (Applied Biosystem), 0,2 uL de Primer 
SLE +1 (100uM), 0,3 uL de Primer SLE -1 (100uM), 1 uL de sonda Taq Man VIC 
(5uM), 1 uL de sonda Taq Man NED (5 uM), 0,5 uL del ci (1000 copias) y 9,5 uL de 
agua libre de ARNasas, a la cual se le agregó 5 uL de cDNA. El ensayo fue 
realizado utilizando un equipo Applied Biosystems 7500. 
 
             Tabla I. Lista de cebadores y sondas utilizados para la qRT-PCR 
Nombre Secuencia 
SLE +1 5´GTCTCCTCTAACCTCTAGTCCTTCCC 3´ 
SLE -1 5´GAGGTTAGAGGAGACCCCGC 3´ 
Sonda SLEV VIC-AACTTGGCAAGGCC 




3.6     Detección de Apoptosis 
 
3.6.1   Marcación con Anexina V y 7-Amino-actinomicina 
 
El proceso de apoptosis se caracteriza por ciertos cambios morfológicos, 
entre los que se incluyen la pérdida de asimetría de la membrana plasmática. Este 
es un evento temprano en el que el fosfolípido de membrana PS, se transloca desde 
el interior hacia el exterior de la membrana celular, exponiéndose al entorno celular.  
La anexina V es una proteína de  35-36 kDa que tiene una alta afinidad por la 
PS y se fija a las células con PS expuesta (unión dependiente de la presencia de 
Ca+2). La anexina V se puede conjugar con fluorocromos, incluyendo a la Ficoeritrina 
(PE), y este conjugado conserva su alta afinidad por la PS. Por lo tanto, sirve como 
una sonda sensible para el análisis por citometría de células en apoptosis. Ya que la 
externalización de la PS se produce en las primeras etapas de la apoptosis, la 
tinción de anexina V- PE puede identificar la apoptosis en una etapa anterior que los 
ensayos basados en los cambios nucleares tales como la fragmentación del ADN.  
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La marcación con anexina V-PE precede a la pérdida de integridad de la 
membrana que acompaña a las últimas etapas de la muerte celular resultante de un 
proceso apoptótico o necrótico. Por lo tanto, la tinción con anexina V-PE se utiliza en 
conjunción con un colorante vital tal como 7-amino-actinomicina (7-AAD) que es 
excluido por células viables. Así, se pueden identificar distintas subpoblaciones: a) 
células viables no apoptóticas (7-AAD negativo, Anexina V-PE negativo), b) células 
en apoptosis temprana (7-AAD negativo, Anexina V-PE positivo), c) células en 
apoptosis tardía (7-AAD positivo, Anexina V-PE positivo) y d) células necróticas (7-
AAD negativo, Anexina V-PE positivo). 
Cuando la apoptosis se mide en relación al tiempo, las células pueden pasar 
de ser Anexina V-PE negativo y 7-AAD negativo (viables no apoptóticas) a Anexina 
V-PE positivo y 7-AAD negativo (apoptosis temprana con presencia de la integridad 
de la membrana plasmática) y finalmente a Anexina V-PE positivo y 7-AAD positivo 
(etapa final de la apoptosis o apoptosis tardía). El movimiento en la expresión de los 
diferentes ligandos de Anexina y 7-AAD a través de estas tres etapas sugiere 
apoptosis.  
Para la determinación se utilizó el equipo comercial PE Annexin V Apoptosis 
Detection Kit I (BD PharmingenTM)  para citometría de flujo. Para ello se tomaron las 
células procedentes de los cultivos infectados con SLEV a diferentes días pi, se 
lavaron dos veces con PBS frío y se resupendieron en Binding Buffer 1X a una 
concentración final de 1 x 106 cells/mL. Se transfirió 100 uL de la suspensión ( 
conteniendo 1 x 105 células) a un tubo de 5 mL y se agregó 5 uL de Anexina V-PE y 
5 uL de 7-AAD. Se homogeneinizó suavemente en vortex e incubó 15 min a TA en 
oscuridad. Finalmente se agregó 400 uL de Binding Buffer 1X a cada tubo. Las 
determinaciones fueron leídas en un citómetro FACS Calibur (Becton Dickinson), 
adquiriéndose como mínimo 50.000 eventos por tubo. Los resultados fueron 
analizados utilizando el software FlowJo versión 5.7.2  
 
3.6.2   Detección in situ de la muerte celular  
 
 
Otro método que utilizamos para evaluar apoptosis fue la detección de 
fragmentos de simple o doble cadena de ADN generados durante la fase tardía del 
proceso apoptótico. Para ello, se utilizó la técnica de detección in situ del ADN 
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fragmentado o técnica de TUNEL (del inglés transferase-mediated dUTP nick end 
labeling) utilizando equipo comercial In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red 
(Roche). Para la detección de apoptosis, se trabajó con los portaobjetos extraídos de 
los experimentos de infección (punto 3.3) y tratados según punto 3.4.1. Luego de ser 
retirados del freezer,  a cada portaobjeto se lo hidrató con PBS durante 30 min, se le  
agregó una solución permeabilizadora con Tritón 0,1% en 0,1% de citrato de sodio, 
según recomendaciones del fabricante, y se incubó a TA durante 2 min. 
Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS de 5 min cada uno y se preparó 
el Mix Tunel en la siguiente relación: 50 uL de la solución con la enzima (terminal 
deoxinucleotidyl transferase dUTP) más 450 uL de la solución de teñido. Se 
agregaron 20 uL del Mix Tunel a cada portaobjeto y 20 uL de la solución de teñido 
sola como control negativo de reacción. Las muestras se incubaron en cámara 
húmeda a 37°C en oscuridad. Finalmente se realizaron tres lavados de 5 min con 
PBS y se montaron con Fluor-Save (SIGMA Chemical Co, St.Louis, Mo). 
Los portaobjetos fueron analizados utilizando un microscopio de epi-
fluorescencia Olympus Motorized Inverted Research, Modelo IX81. Imaging 
Software: Cell M. Se utilizó el filtro de rodamina (653nm) (Filtros de balance azul-
día 45-LBD-IF y verde 43IF550-W45). 
 
 
3.6.3     Determinación de caspasa 3-activa 
 
 
Para la determinación de caspasa-3 activa se utilizó el equipo comercial PE 
Active Caspase-3 Apoptosis Kit (BD PharmingenTM) para citometría de flujo 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células de los ensayos de infección y 
control negativo obtenidas a distintos días pi se lavaron dos veces con PBS frío. 
Para fijar y permeabilizar las células fueron resuspendidas a una densidad de 1x106 
en 500uL de BDcytofix/cytoperm e incubadas 20 min a 4 C. Luego fueron 
centrifugadas a 3000 rpm durante 5 min, se descartó sobrenadante y se lavaron 2 
veces con BD perm/wash buffer. Seguidamente, se agregaron 20 uL de anticuerpo 
monoclonal con especificidad para fragmento de caspasa- 3 humana, marcado con 
ficoeritrina-PE (animal de procedencia del anticuerpo: conejo, clon C92-605, isotipo 
IgG) y 100 uL de BD perm/wash buffer (1x) cada 1x106  cél. y se incubó 30 min en 
TA. Luego de lavar con 1mL BD perm/wash buffer (1x) las células fueron 
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resuspendidas en 200 uL de buffer y fueron leídas en un citómetro FACS Calibur 
(Becton Dickinson) adquiriéndose como mínimo 50.000 eventos por tubo. Los 
resultados fueron analizados utilizando el software FlowJo versión 5.7.2.  
 
 
3.6.4    Determinación del cambio de potencial de membrana mitocondrial 
 
Se utilizó el colorante tetrametilrodamina, etil éster perclorato (TMRE) 
(Sigma-Aldrich). El TMRE  posee carga positiva y es captado por mitocondrias de 
células viables, debido a su carga negativa relativa de potencial de membrana. En la 
apoptosis, la membrana mitocondrial se despolariza con lo que disminuye dicho 
potencial y deja de secuestrar TMRE.  
Para determinar el cambio de potencial de membrana mitocondrial se 
tomaron células de los ensayos de infección y controles negativos a distintos días pi 
y se lavaron con PBS a 1500 rpm durante 2 min.  Se colocaron 1 x 105 células por 
tubo y se les agregó el 5 uL (dil 1/10) de TMRE y 5 uL de 7-AAD (para discriminar 
células viables de no viables). Luego se incubaron a T  ambiente, durante 30 min a 
oscuridad y se agregó a cada tubo 100 uL de buffer PBS y se leyó en citómetro 
FACS Calibur (Becton Dickinson) adquiriéndose como mínimo 50.000 eventos por 




3.7      Evaluación de la expresión de moléculas de superficie y receptores 
 
La expresión de CD14, HLA-DR, Fas (CD95), TLR-2 ubicados en la 




3.7.1    Marcación de moléculas y receptores de superficie 
 
Para la marcación de receptores ubicados sobre la membrana celular se 
tomaron células de los ensayos de infección y controles negativos a distintos días pi 
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y se lavaron con PBS a 1500 rpm durante 2 min. Luego se colocaron 1 x 105 células 
por tubo, se agregó el anticuerpo monoclonal (BD PharmingenTM)  correspondiente a 
dilución y volumen establecido en Tabla II y se incubaron a TA durante 30 min a 
oscuridad. Posteriormente, se agregó a cada tubo 100 uL de buffer y se leyó en un 
citómetro FACS Calibur (Becton Dickinson), adquiriéndose como mínimo 50.000 
eventos por tubo. Los resultados fueron analizados utilizando el software FlowJo 
versión 5.7.2 
 
 Tabla II. Anticuerpos monoclonales utilizados 
 
 
3.7.2    Marcación de receptores intracelulares 
 
Para la marcación del receptor intracelular TLR-3 se tomaron células de los 
ensayos de infección y controles negativos a distintos días pi y se siguió el mismo 
procedimiento de fijación y permeabilización descripto en 3.6.3. Para la marcación a 
cada tubo se agregó  5 uL del anticuerpo anti-humano CD283 (TLR-3), clon TLR 3.7, 
huésped /isotipo: mouse/IgG,  (Bioscience)(diluído 1:2 en PBS) a una suspensión 
de 1x105 células en 100 uL de buffer PBS. Luego de incubar 1h a TA en oscuridad, 
se realizaron las lecturas en un citómetro FACS Calibur (Becton Dickinson), 
adquiriéndose como mínimo 50.000 eventos por tubo. Los resultados fueron 





Clon Huésped/Isotipo Cantidad (uL) 
colocada por tubo 
(dilución realizada del 
reactivo puro en PBS) 
Anti human CD14- 
APC-CyTM 7 
M P9 Mouse IgG2a  3uL (1:2) 
Anti human CD 95- 
FITC 
DX2 Mouse C3H/Bi 
IgG1  
5uL (puro) 
Anti human HLA DR-
FITC 
1243 Mouse IgG2a  5uL (puro) 
Anti human CD 282 
(TLR-2)-Alexa Flúor 488 
11G7 Mouse IgG1  5uL (puro) 
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3.8     Cuantificación de citoquinas 
 
Las citocinas TNF, IL-6 e IL-10 fueron dosadas en los sobrenadantes de 
infección a distintos días pi y en los controles negativos, los que fueron alicuotados y 
almacenados a -70 C hasta el momento del ensayo. Para su cuantificación se 
utilizaron los siguientes equipos comerciales: Human TNFα ELISA Kit II, Human IL-6 
ELISA Kit II y Human IL-10 ELISA Kit II (BD OptEIA
™
). En todas las determinaciones 
se siguieron las instrucciones del fabricante. Se colocó 50 uL de diluyente en cada 
pocillo, se agregó 100 uL de cada testigo o muestra e incubó 2 hs a TA. Luego de 
lavar 5 veces con solución de lavado, se agregó 100 uL de conjugado enzimático e 
incubó 1 hs a TA. Se realizó un nuevo ciclo de lavado, se colocó 100 uL del sustrato 
TMB (tetrametilbencidina) y se incubó 30 min a TA en oscuridad. Por último se frenó 
la reacción con 50 uL de ácido sulfúrico 1N. Las lecturas se obtuvieron a 450 nm, 
dentro de los 30 min de finalizado el ensayo, en un lector de ELISA (Microplate 
Reader, BioRad) y la concentración de la citoquina fue calculada utilizando una 




3.9     Análisis Estadístico 
 
Para el análisis estadístico se utilizó el valor medio de tres ensayos 
independientes ± desviación estándar (DE) y se analizaron por análisis de varianza 
(ANOVA) seguido por un test de a posteriori de “Tuckey”.  El criterio para la 
significancia estadística fue p<0,05. Para todos los análisis se utilizó el programa 
InfoStat versión 2014 e. 
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4.        RESULTADOS 
 
 
4.1     Infección  y replicación del SLEV en células U937  
 
En el modelo de infección experimental in vitro de células U937 con SLEV, se 
detectó la presencia de antígeno viral (Ag SLEV+) identificado por 
Inmunofluorescencia (Fig 12).  
 
 
Figura 12. Detección de antígeno viral de SLEV 
(Ag SLEV+) mediante inmunofluorescencia. 
Imágenes obtenidas  con microscopio Olympus 
Motorized Inverted Research, Modelo IX81. 
Imaging Software: Cell M. Objetivo 60X. 
 
Se observaron células U937 Ag SLEV+ desde el primer día pi con ambas 
cepas, registrándose variaciones en la cantidad de células que expresaron el Ag 
SLEV+ según la cepa infectante. El porcentaje de células infectadas (Ag SLEV+) a los 
distintos días pi con cada cepa se tomó como una medida de la tasa de infección. En 
la incubación con 78V-6507 se alcanzó el máximo nivel de infección en el día 3 pi, 
donde el 30,0 ± 6,4 % de las células expresaron Ag SLEV+. En los días posteriores a 
esta infección se observó la disminución gradual en el porcentaje de células 
infectadas (día 4 pi: 17,3 ± 1,4 % y día 5 pi: 10,0 ± 1,7 %). En la infección con 
CbaAr-4005, se observó una tasa de infección más baja durante los tres primeros 




días, obteniéndose los siguientes porcentajes de células infectadas, para el día 1 pi: 
4,0 ± 0,6 %; día 2 pi: 6,3 ± 0,9 % y día 3 pi: 10,0 ± 1,8 %. En los dos últimos días del 
ensayo de infección con esta cepa se observó un aumento significativo del 
porcentaje de células infectadas respecto al día 3 pi, así se obtuvo para el día 4 pi: 





Figura 13. Porcentajes de células U937 Ag SLEV+ determinados a distintos 
días pi por inmunofluorescencia, luego de incubar las células con cada una 
de las cepas (78V-6507 y CbaAr-4005) de SLEV. (*) Indica aumento 
estadísticamente significativo (p<0,05) en el porcentaje de células Ag 
SLEV+ con CbaAr-4005 en los días 4 y 5 pi respecto al día 3 pi. (+) Indica 
aumento estadísticamente significativo (p<0,05) en el porcentaje de células 
Ag SLEV+ con CbaAr-4005 en los días 4 y 5 pi respecto a los mismos días 
con cepa 78V-6507. 
 
 
Los resultados cuantitativos de la carga viral en sobrenadantes de cultivo 
también difirieron según la cepa infectante. En el primer día pi, 78V-6507 mostró 
mayor número de copias que CbaAr- 4005 (51.500 ± 3.535 vs 29.500 ± 2.121 copias 
de DNA viral, p<0,05).  Siguiendo con el análisis de 78V-6507, entre el día 2 y 3 pi 
se produjo el máximo número de copias (día 2 pi: 51.500 ± 1.500, día 3 pi: 262.000 ± 
13.000 copias de DNA viral). En los días 4 y 5 pi no hubo variaciones en el número 
de copias virales obtenidas, lo que indica que 78V-6507 no replicó en esos días (día 
4 pi: 260.000 ± 12.583 copias de DNA viral, día 5 pi: 224.500 ± 6.500 copias de DNA 
viral).  . 
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Distintos fueron los resultados observados con la cepa CbaAr- 4005 ya que el 
mayor número de copias se observó en los días 4 (827.000 ± 18.000 copias de DNA 




Figura 14. Carga viral de sobrenadantes de cultivos de  células U937 
infectadas con SLEV cepa 78V-6507 y CbaAr-4005, obtenidos por qRT-
PCR. Los valores se expresan como número de copias de DNA viral x 
103. + Indica valores de copias significativamente mayores respecto al 
día anterior para la misma cepa infectante (p 0,05). * Indica valores de 
copias significativamente mayores para la cepa 78V-6507 respecto a 
CbaAr-4005 (p 0,05). # Indica valores de copias significativamente 
mayores para CbaAr-4005 respecto 78V-6508 (p<0,005).  
 
 
Estos resultados muestran diferencias en la infección de U937 por SLEV  
según la cepa infectante. El alto porcentaje de células infectadas por CbaAr-4005 
respecto a 78V-6507, en los últimos días pi reflejan que CbaAr-4005 tiene mayor 
capacidad para infectar y replicar en las U937.  
 
 
 4.2   Cambios morfológicos de las células U937 por la infección con SLEV 
 
La observación de las U937 al microscopio reveló que poseían 
homogeneidad morfológica, se visualizaban pequeñas, redondeadas y dispersas 
(Figura 15-A). Cuando estas células se infectaron con SLEV se observó un efecto 
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citopático representado por pérdida de la homogeneidad morfológica, granularidad 
citoplasmática, adhesión y agrupación celular. Las alteraciones mencionadas fueron 
más notorias con la cepa CbaAr- 4005 en los días 4 (Figura 15-B) y 5 (datos no 
mostrados) pi. Estos cambios fueron similares a los registrados en experimentos 
preliminares utilizando acetato forbol miristato (PMA) para inducir la maduración de 
las U937 a monocitos/macrófago, proceso que fue dependiente de la concentración 










                                       
Figura 15. (A) Células U937 control, (B) Células U937 infectadas con SLEV cepa 
CbaAr- 4005 a MOI=1, 4d pi., (C, D) Células U937 tratadas durante 4 días con 
PMA a dosis 50ng/mL y 100ng/mL respectivamente.  Imágenes obtenidas con 
microscopio Olympus Motorized Inverted Research, Modelo IX81. Imaging 
Software: Cell M. Objetivo 60X.  
 
                          
Cuando se analizó por CF la distribución de las U937 según su tamaño 
(forward scatter-FSC) y su complejidad citoplasmática (side scatter-SSC) (Figura 
16), en los tres primeros días pi  se observó una sub-población 1 predominante con 
alto FSC y bajo SSC que correspondían a células de alta viabilidad (más del 90% no 


























SSC de escasa viabilidad (más del 90% fueron (+) 7-AAD). A medida que 
transcurrieron los días pi, se observó disminución de tamaño y aumento en la 
complejidad citoplasmática de las células, lo que se reflejó en los cambios en la 
proporción de las subpoblaciones. En las células infectadas por SLEV en los días 4 y 
5 pi se observó un aumento significativo de la subpoblación 2 (más del 90% de las 





Figura 16. Distribución de side satter (SSC) vs forward scatter (FSC) de células U937 
controles o infectadas con SLEV cepa 78V-6507 y CbaAr-4005 desde día 1 a 5 pi. En 
círculo negro, 1- subpoblación de células con alto FSC y bajo SSC. En elíptico rojo, 2- 
subpoblación de células con bajo FSC y alto SSC. 
 
 
4.3     Impacto de la infección viral sobre la viabilidad de las U937. 
 
La cinética de la viabilidad de las células U937 infectadas con SLEV se 
evaluó a distintos días pi. por CF midiendo de la ventana (gate) en los gráficos SSC 
vs FSC (Figura 17-A) el porcentaje de células que no colorearon con 7-AAD (Figura 
17-B).  
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Figura 17. Gráfico que señala la estrategia empleada para medir 
viabilidad celular en las células infectadas con SLEV o controles. (A) 
Distribución de side satter (SSC) vs forward scatter (FSC) de células U937 
infectadas con SLEV cepa CbaAr-4005 a 3 días pi. (B) Gráfico de 
histograma de frecuencia que muestra el porcentaje de células negativas 





Así, se demostró que la infección por SLEV provoca una importante caída en 
la viabilidad de las U937 en los dos últimos días de los ensayos.  La cepa CbaAr-
4005 produjo una disminución significativa (p<0,05) en el porcentaje de células 
viables respecto a la cepa 78V-6507 y al control (-) en el día 4pi (48±10% vs 76±13 
% y 88±12%; respectivamente) y 5 pi (38±10% vs 71±9 % y 82±13%; 





Figura 18. Cinética de la viabilidad de las células U937 infectadas con SLEV 
obtenida por citometría de flujo. Gráfico de barra representando  porcentajes 
de células  viables (negativas para 7-AAD)  en control (-), infección por cepa 
Cba-Ar 4005 e infección por cepa 78V-6507. (*) Indica disminución 
estadísticamente significativa entre infección por cepa CbaAr-4005 respecto 
al control (-); p<0,01. (#) Indica disminución estadísticamente significativa 
entre infección por CbaAr-4005 respecto a 78V-6507; p<0,05. 
 
 
4.4      Detección de apoptosis 
 
 
4.4.1   Marcación con Anexina V/ 7-AAD 
 
La marcación combinada de anexina V-PE (ficoeritrina)/7-AAD (7- amino-
actinomicina) permitió diferenciar y cuantificar las subpoblaciones de U937 en base 
a la expresión de fosfolípidos y permeabilidad celular. Así, se identificaron la 
población V: células viables no apoptóticas (Anexina V negativo y 7-AAD negativo), 
la población AT: células en apoptosis temprana (Anexina V-PE positivo y 7-AAD 
negativo), la población AL: células en apoptosis tardía, del inglés later (Anexina V-
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PE positivo y 7-AAD positivo) y la población N: células necróticas (Anexina V-PE 
negativo y 7-AAD positivo) (Figura 19) 
 
 
Figura 19. (A) Distribución side satter (SSC) vs forward scatter (FSC) de 
células U937 infectadas con SLEV cepa CbaAr-4005 a los 3 días pi. (B) 
Distribución de las células del gate de A según marcación Anexina V-PE 
vs 7-AAD-PerCP. V: células viables no apoptóticas. AT: células en 
apoptosis temprana. AL: células en apoptosis tardía  (del inglés later). N: 
células necróticas.  
 
Cuando se analizaron los gráficos dot plot de la marcación anexina V-PE / 
7AAD durante el transcurso del experimento de la infección, se evidenció un 
movimiento de las células a través de estos cuatro estadios (Figura 20). Así, en el 
día 1pi con ambas cepas de SLEV se evidenció la aparición de poblaciones 
pequeñas de células AT y AL. En los días 2 y 3 pi, la población AL aumentó y las 
células en AT disminuyeron. En los días 4 y 5 pi, hubo un aumento de las 
poblaciones en AT y N y una disminución de la población V, siendo significativo para 














Figura 20. Cinética de la distribución de las subpoblaciones celulares según 
marcación Anexina PE vs 7-AAD PerCP a distintos días pi (A) células U937 control (-), 
(B) células U937 infectadas con SLEV cepa 78V-6507  (C) células U937  infectadas 
con SLEV cepa CbaAr-4005.   
 
 Las diferentes subpoblaciones celulares se cuantificaron por CF, obteniéndose 
el porcentaje de células que integraban cada una. En las Tablas  III y IV  se 
muestran la distribución de las tres poblaciones de interés: V, AT y AL según la cepa 
infectante y los días pi. 
 
Tabla III. Viabilidad de células U937 en cultivos controles (-) e 
infectados con SLEV cepa 78V-6507 y CbaAr-4005, a distintos días 
pi.  













91,0±3,5  87,0±5,5 
4   88,0±11,7    76,0±13,0        48,0±10,0 *#  
 
5   82,0±13,0   71,0± 9,5      38,0±9,7 *# 
Resultados expresados como porcentaje en  ± DE. 
Porcentajes significativamente menores para la cepa CbaAr-4005 





Tabla IV. Apoptosis temprana  y tardía de células U937 en cultivos controles e 
infectados con SLEV cepa 78V-6507 y CbaAr-4005, a distintos días pi.  
 
 Células en AT Células en AL 
Días 
pi 
C  78V-6507 Cba Ar- 4005 C  78V-6507 Cba Ar- 4005 
1 2,0±1,0 7,0±2,5 4,0±3,0 2,0±1,7 5,0±0,5 2,0±0,6 
2 5,0±2,8 5,0±2,0 7,0±3,0 3,0±1,5 3,0±0,6 4,0±0,5 
3 5,0±4,6 3,0±1,5 2,0±0,5 3,0±1,1 5,0±2,0 8,0±3,2 
4 3,0±1,5 4,0±0,6 5,0±1,5 4,0±3,5 13,0±7,5 36,0±8,5 * 
5 5,0±7,5 5,0±0,6 8,0±3,0 9,0±6,8 19,0±6,5 39,0±9,1* 
 
Resultados expresados en porcentaje como  ± DS  (*) Porcentajes de células 
significativamente mayores para la cepa CbaAr-4005 (p<0,05) respecto a 78V-
6507 y control (-). AT: apoptosis temprana, AL: apoptosis tardía, C: control  
 
 
En los primeros días de la infección, no se evidenció diferencia entre las 
poblaciones V de los cultivos infectados, respecto al control. Se observó un pequeño 
aumento de las células en apoptosis  (AT y AL). Por el contrario, en los últimos días 
pi, se evidenció un aumento importante de las células AL, con disminución de las 
células V.  
En los días 4 pi y 5 pi, con la cepa CbaAr-4005 se evidenció un aumento 
significativo en el porcentaje de células AL respecto a los controles negativos 
(36,0±8,5% vs 4,0±3,5% y 39,0±9,1% vs 9,0±6,8%, respectivamente) y a las células 





Figura 21. Porcentajes de células U937 en apoptosis tardía en 
cultivos controles (-) e infectados con SLEV cepa 78V-6507 y 
CbaAr-4005, a distintos días pi. Valores significativamente 
mayores para la cepa CbaAr-4005  respecto al control (-).  
* (p=0,004) ** (p=0,02) 
 
 
4.4.2  Determinación de caspasa-3 activa 
 
En los cultivos infectados con ambas cepas virales se detectó la presencia de 
células con mayor expresión de caspasa-3 activa. Las Figura 22 y 23 muestran 
diferentes estrategias para medir porcentaje o frecuencia de células que expresan 
caspasa-3 activa. La Figura 22 representa el porcentaje de células caspasa-3 activa 
(+) en función de FSC y en la Figura 23 el histograma de la frecuencia de 












Figura 22. Determinación de caspasa-3 activa en cultivos infectados por SLEV a 
distintos días pi. (A) células U937 control (-), (B) células U937 infectadas con SLEV cepa 
78V-6507 y (C) células U937  infectadas con SLEV cepa CbaAr-4005.  El círculo fucsia 





Figura 23. Determinación de caspasa-3 activa en cultivos infectados por SLEV a 
distintos días pi. (A) células U937 control (-), (B) células U937 infectadas con SLEV 
cepa 78V-6507 y (C) células U937 infectadas con SLEV cepa CbaAr-4005.  La barra 




Los porcentajes de las células positivas para caspasa-3 activa, obtenidos a 
diferentes días pi con SLEV se muestran en la Tabla V. Desde el día 4 pi, se 
evidenció un aumento en el porcentaje de células que expresaban caspasa-3 activa 











Tabla V. Porcentajes de las células positivas para caspasa-3 activa en células 
controles (-) y cultivos  infectados con SLEV cepa 78V-6507 y CbaAr-4005, a 




Control (-) SLEV 78V-6507 SLEV 
Cba Ar- 4005 
1 2±1,0 2±1,0 1±0,8 
2 1±0,5 2±0,7 2±0,5 
3 2±0,8 6±2,5 13±3,5 
4 4±1,7 14±3,7+  63±6,5* 
5 6±2,0 23±5,3+  69±5,5* 
 
Resultados expresados en porcentaje como  ± DS. 
Porcentajes  de células (+) para caspasa-3 activa significativamente mayores 
(*) CbaAr-4005 respecto a 78V-6507 y control. (+) 78V-6507 respecto al 
control.   
 
4.4.3  Prueba de TUNEL 
 
En la Figura 24 se muestra la presencia de células con características 
morfológicas propias de apoptosis, como condensación de la cromatina, 




Figura 24. Prueba de TUNEL. (A) control (-). (B) células U937 infectadas con SLEV cepa 
78V-6507 5d pi. (C) células U937 infectadas con SLEV cepa CbaAr-4005 5d pi.  Microscopio 
de epi-fluorescencia Olympus Motorized Inverted Research, Modelo IX81 (Objetivo 60X). 


















4.4.4 Determinación de la disminución del potencial de membrana 
mitocondrial.  
 
Una vez demostrado que el proceso apoptótico era el responsable de la 
muerte de las U937 en la infección por SLEV, se evaluó la capacidad del virus para 
inducir la activación de la vía mitocondrial o íntrinseca de la apoptosis. Para ello, 
medimos la disminución del potencial de membrana mitocondrial mediante la 
captación del colorante TMRE, en los últimos tres días de la infección. Según los 
resultados de la CF, al comparar los histogramas de la captación de TMRE de las 
células infectadas respecto al control, se observó claramente un desplazamiento 
hacia la izquierda, indicando la pérdida de la captación del TMRE en los días 4 y 5 pi 
(Figura 25).    
 
 
Figura 25. Captación del colorante TMRE de células viables (gate 7-AAD negativo), 
de cultivos infectados con SLEV a distintos días pi y controles. En verde, histograma 
de U937 control (-), en azul U937 infectadas con cepa 78V-6507 y en rojo U937 
infectadas con cepa CbaAr- 4005. Los números en el mismo color del histograma 





En los días 4 y 5 pi con CbaAr-4005 y 78V-6507 se evidenció una disminución 
significativa (p 0,05) del porcentaje de células TMRE (+) (células con potencial de 
membrana conservado) respecto a los controles (-) (Figura 26) y un aumento 
significativo del porcentaje de células TMRE (-) (células con disminución del 
potencial de membrana mitocondrial) (Figura 27). Dado que la disminución de la 
captación de TMRE indica pérdida de la polaridad de la membrana interna de la 
mitocondria, hecho temprano en la apoptosis intrínseca, estos resultado evidencian 





Figura 26. Porcentaje de células con polaridad de membrana conservada, según 
la captación de TMRE por células U937 controles y de cultivos infectados con 
SLEV cepa 78V-6507 y CbaAr-4005 a distintos días pi. * Indica disminución 







Figura 27. Porcentaje de células con disminución del potencial de membrana 
mitocondrial determinado por la falta de captación de TMRE por células U937 
controles y de cultivos infectados con SLEV cepa 78V-6507 y CbaAr-4005 a 
distintos días pi. * Indica aumento significativa para CbaAr-4005 y 78V-6507 
respecto al control (-) (p<0,05).  
 
 
4.5   Expresión de antígenos de superficie y receptores en células U937 
infectadas con SLEV. 
 
En la Tabla VI se exponen los cambios en la expresión del antígeno CD14 en 
células controles e infectadas con SLEV cepas 78V-6507 y CbaAr-4005. El 
porcentaje de células U937 que expresaron de manera basal el antígeno CD14 fue 
muy bajo, lo que está en consonancia con el estado de inmadurez ontogénica de la 
línea celular.  En los primeros días pi no se evidenciaron cambios en la expresión de 
CD14. Sin embargo en los días 4 y 5 pi se comprobó un aumento en el porcentaje 
de células CD14+. Este aumento fue significativamente mayor en la infección con la 








Tabla VI. Expresión de CD14 en la membrana de 
las células U937 sin infectar e infectadas con 















1 1,2±0,5 3,0±1,4 2,0±0,8 
2 3,2±1,5 2,1±0,8 2,5±1,7 
3 1,5±1,7 3,7±0,6 6,0±3,5 
4 4,2±2,9 9,5±3,6 37,5±4,2* 
5 11,7±3,3 15 ±4,1 41,5±8,7* 
Resultados expresados como ± DS.  
*Indica porcentajes de células CD14+ 
significativamente mayores para la cepa CbaAr-




Cuando se analizaron los gráficos de densidad de distribución de CD14 en 
función de SSC y FSC por CF, se evidenció que la población CD14+ poseía mayor 
SSC y menor FSC, es decir mayor complejidad citoplasmática y menor tamaño que 








Figura 28. Gráficos de densidad de distribución de células U937 CD14+  (A) en función de 
SSC y (B) en función de FSC. Los círculos fucsias y verdes, demarcan la población de 
células U937 CD14+. 
 
 
Al realizarle la marcación Anexina V-PE y 7-AAD a células infectadas con la 
cepa CbaAr-4005, se observó que el 85±5 % de las células CD14+ en el día 4 pi y el 




apoptóticas. De estas sólo el 54±3 % en el día 4 pi y 53±5 % en el día 5 pi 
permanecían viables (siendo 7-AAD -). (Figura 29).   
 
             
Figura 29. (A) Gráfico de densidad de distribución de células U937 CD14 vs FSC infectadas 
con SLEV CbaAr-4005 a los 4 y 5 días pi. (B) Gráficos de densidad de distribución anexina 
V-PE vs 7-AAD del gate de CD14+ de (A).  
 
 
Cuando se analizó la relación entre la viabilidad celular en función de la 
expresión de CD14 a medida que transcurrían los días pi, se obtuvo una correlación 
negativa muy significativa entre ambos parámetros. Como se observa en la Figura 
30, la disminución de la viabilidad celular a medida que aumenta la expresión CD14 
fue significativa en la infección con CbaAr-4005 (R=-0,97; p=0,01) y con 78V-6507 










(A)                                                              (B) 
 
 
Figura 30. Correlación entre el porcentaje de células viables vs porcentaje de U937 




Cuando se evaluó la expresión de HLA-DR se observó una expresión basal 
de este antígeno sobre la membrana de las células U937. Por ello, se decidió 
evaluar  el número de moléculas HLA-DR sobre las células durante el transcurso de 
la infección con SLEV. Este parámetro se representó por la IMF para HLA-DR. Al 
analizar la cinética de la expresión de HLA-DR según el transcurso de la infección, 
se observó que en las células controles (-) hubo una disminución paulatina en el 
número de moléculas HLA-DR a medida que transcurrieron los días pi. En cambio 
en las células de los cultivos infectados se observó un descenso marcado de la 
expresión de HLA-DR durante los tres primeros días pi, y un aumento significativo en 











Figura 31. Cinética de la expresión de HLA-DR sobre la membrana 
plasmática de células U937 controles y de cultivos infectados con SLEV 
cepa 78V-6507 y CbaAr-4005 a distintos días pi. Resultados expresados 
como unidades arbitrarias de Intensidad media de fluorescencia (IMF) 
obtenidos por CF. * Indica aumento significativo de IMF de HLA-DR para 
la cepa CbaAr-4005 respecto a cepa 78V-6507 y al control (-) (p<0,05).  
 
 
Al observar los gráficos obtenidos por CF de la densidad de distribución de 
HLA-DR en función de SSC se identificó, en los dos últimos días pi de células U937 
infectadas con cepa CbaAr-4005, una subpoblación de células con alta expresión de 
HLA-DR, que se las denominó HLA-DR++ (Figura 32). En la infección con 78V-6507 












Figura 32. Gráficos de densidad de distribución de la expresión de HLA-DR en la 
membrana plasmática de células U937 correspondiente a un experimento 
representativo. (A) control (-), (B) infección con SLEV cepa 78V-6507 y (C) infección con 
SLEV cepa CbaAr-4005. El círculo fucsia demarca la subpoblación HLA-DR++ y el verde 




La subpoblación HLA-DR++ presentó una alta viabilidad ya que más del 
90% de las células fueron negativas para 7-AAD a diferencia de las células HLA-
DR+ que manifestaron muerte celular en más del 90% de las mismas (positivas 
para 7-AAD) (Figura 33). Por otro lado se observó que las HLA-DR++  eran CD14- 





Figura 33. (A) Gráfico de densidad de distribución de HLA-DR vs SSC 
en células U937 infectadas con SLEV CbaAr-4005 a 4 días pi  (B) 
Histograma de frecuencia de marcación para 7-AAD de células HLA-
DR+ (7% de células viables, negativas para 7AAD). (C) Histograma de 
frecuencia de marcación para 7-AAD de células HLA-DR++ (86% de 






Figura 34. Gráficos de densidad de distribución de la expresión de 
HLA-DR vs CD14 en la membrana plasmática de células U937 
infectadas con SLEV cepa CbaAr-4005 a 5 d pi. El círculo fucsia 
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Dentro de los receptores evaluados, se analizó la expresión en la membrana 
plasmática del receptor Fas o CD95 que es el receptor del ligando Fas. Para ello se 
compararon los histogramas de CF para la IMF de CD95 de las células infectadas 
con ambas cepas de SLEV respecto al control, a los distintos días pi. Si bien se 
observó en los días 4 y 5 pi un desplazamiento hacia la izquierda del histograma, 
indicando aumento de la IMF de CD95 en las células U937 procedentes de la 
infección con CbaAr- 4005, el análisis estadístico de los datos determinó que no 
hubo diferencias significativas en los resultados (Figura 35). 
 
               
 
 
Figura 35. Frecuencia de la expresión de CD95 en la membrana plasmática de células 
U937 de cultivos infectados con SLEV a distintos días pi. En gris control (-), en azul SLEV 
cepa 78V-6507 y en negro SLEV cepa CbaAr- 4005.  
 
 
Respecto a la expresión de TLR, se evaluó el nivel de expresión del TLR-3 o 
CD283 y del TLR-2 o CD282. La expresión de TLR-3 se observó en el primer día pi, 
donde un bajo porcentaje de células U937 expresaron el TLR-3 (7±1,5% CbaAr-
4005, 6±0,5% 78V-6507 vs 0% control). En los días pi posteriores, los niveles de 






Figura 36. Frecuencia de la expresión intracelular de TLR-3 en  células U937 
infectadas con SLEV a distintos días pi. En gris control (-), en azul SLEV cepa 
78V-6507 y en negro SLEV cepa CbaAr- 4005.  
 
 
Distintos fueron los resultados en la cinética de la expresión de TLR-2. En el 
primer día pi las células provenientes de cultivos infectados con CbaAr-4005 o 78V-
6507 manifestaron una disminución de la expresión del receptor, tal como se aprecia 
por la corrida de sus histogramas de frecuencia hacia la izquierda del control, lo que 
indica menor valor de IMF para TLR-2. En los días 4 y 5 pi, en cambio, las células 
provenientes de la infección con CbaAr-4005 presentaron un aumento en la 
expresión de TLR-2, representado por un aumento en la IMF, respecto al control (-) y 





Figura 37. Frecuencia de la expresión intracelular de TLR-2 en células U937 de cultivos 
infectados con SLEV a distintos días pi, correspondientes a un experimento representativo. 
En gris control (-), en azul SLEV cepa 78V-6507 y en negro SLEV cepa CbaAr- 4005.  
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4.6    Producción de inmunomoduladores en la  infección de U937 con SLEV. 
 
En este estudio se evaluaron los niveles de citoquinas TNF e IL-6 como 
representantes de las citoquinas proinflamatorias y de IL-10 como citoquina anti-
inflamatorias. Los resultados se expresan a continuación en la Tablas VII-A, B y C. 
Tablas VII. Concentración de citoquinas (A)- TNF, (B)- IL-6, (C)- IL-
10 en sobrenadante de U937 infectadas con SLEV 78V-6507 y 
































Resultados expresados en pg/mL como ± DS. * Indica valores 
de concentración significativamente  mayores para la cepa 
CbaAr-4005 respecto al control (-) (p<0,05). # Indica valores de 
concentración significativamente mayores para CbaAr-4005 
respecto 78V-6508 (p<0,05). + Indica valores de concentración 
significativamente mayores para 78V-6508 respecto CbaAr-4005 
(p<0,05).                                                          
(A) TNF  
Días 
pi 
Control (-) SLEV 
78V-6507 
SLEV 
Cba Ar- 4005 
1 0±0 1,6±2 0±0 
2 0±0 1,9±2.5 0±0 
3 1,7±0,5 5,0±1,4   6,0±3,7 
4     2,8±0,7     7,6±2,5    15,4±6*# 
5 3,8±1,5 9,2±3,2 24,0±9,2* 
(B) IL-6   
Días 
pi 
Control (-) SLEV  
78V-6507 
SLEV 
Cba Ar- 4005 
1 0±0 0±0 2,0±1,7 
2 0±0 0±0 4,0±2,8 
3 0±0 4,7±2,2 9,0±2,1* 
4 0±0 4,5±2,0 11,7±6,4 
5 3,0±1,9  12,2±4,5 
 
 26,2±10 
(C) IL-10  
Días 
pi 
Control (-) SLEV  
78V-6507 
SLEV 
Cba Ar- 4005 
1 15,0±5,5 34,7±9,5
+ 10,0±3,2 
2 12,2±3,5 15,2±5,2 6,6±2,4 
3 8,6±2,9 12,5±6,0 7,8±3,5 
4    8,4±5,4   18,2±4,5 16,8±7,9 




4.7    Relación entre los diferentes parámetros medidos según la infección de 
las células U937 con SLEV cepa CbaAr-4005 y cepa 78V-6507. 
  
 
En primer lugar, se compararon los valores del número de copias virales, 
apoptosis y  porcentaje de U937 CD14+ determinados en la infección con cada cepa 
de SLEV, según lo muestra la Figura 38. Hasta el día 3 pi no hubo diferencias 
significativas pero en los días posteriores hubo un aumento de los tres parámetros 




Figura 38. Representación del número de copias de ADN viral (x104), porcentaje de células 
en apoptosis (caspasa-3 activa) y porcentaje de U937 CD14+ a distintos días pi.  
 
 
Al analizar la relación entre estos parámetros, se determinó una correlación 
positiva entre el nivel de apoptosis vs. el porcentaje de células CD14+ (R=0,98; 
p=0,001) y el nivel de apoptosis vs el número de copias virales (R=0,93 ; p=0,02) 
para la infección con CbaAr-4005 (Figura 39-A y C). Por el contrario, con la cepa 
78V-6507 la correlación positiva fue sólo entre el porcentaje de células en apoptosis 
vs el porcentaje de células CD14+ (R=0,96 ; p=0,01) (Figura 39-B) no existiendo 
correlación significativa entre el nivel de apoptosis y el número de copias virales.  
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Figura 39. (A) y (B): Correlación entre el porcentaje de células en apoptosis versus 
porcentaje de células U937 CD14+. (C): Correlación entre entre el porcentaje de células 
en apoptosis versus número de copias de DNA viral en la infección por SLEV. En rombos 
rojos CbaAr-4005 y azules 78V-6507. 
 
 
No hubo correlación estadísticamente significativa entre el porcentaje de 
células U937 CD14+ y el nivel de copias de DNA viral, para ninguna de las dos 








Figura 40. Correlación entre el porcentaje de 
células U937 CD14+ vs Número de copias de DNA 




Respecto a las citoquinas proinflamatorias liberadas por las células U937 
infectadas por SLEV, con la cepa 78V-6508 hubo producción de TNF desde el día 1 
pi y durante los cinco días del ensayo. Si bien los niveles aumentaron durante los 
últimos días, no hubo diferencia significativa respecto a los controles. Con la cepa 
CbaAr-4005, la producción de TNF fue más tardía, en los dos primeros días pi no se 
detectó esta citoquina, recién en el día 3 pi, evidenciando un aumento significativo 
en el día 4 (respecto a 78V-6508 y controles) y 5 pi (respecto a controles). Respecto 
a los niveles de IL-6, la infección por CbaAr-4005 produjo un aumento de esta 
citoquina desde el día 1 pi, siendo su aumento significativo respecto al control en el 
día 3pi. La infección por 78V-6507, en cambio, produjo IL-6 recién a partir del día 3 



























Figura 41. Diagrama de barras de concentración de citoquinas (A) TNF y (B) 
IL-6. Determinación por ELISA en sobrenadante de cultivos de U937 
controles e infectadas con SLEV cepa 78V-6507 y CbaAr-4005, a distintos 
días pi. Los resultados se expresan como la media ± desviación estándar 
( ±DS) en pg/mL. *Indica valores de concentración significativamente 
mayores para la cepa CbaAr-4005 respecto al control (p<0,05). # Indica 
valores de concentración significativamente mayores para CbaAr-4005 
respecto 78V-6508 (p<0,05).  
 














Al analizar la correlación entre la apoptosis de las células U937 y la 
concentración de las citoquinas proinflamatorias, se determinó una correlación 
positiva entre el porcentaje de células en apoptosis y los niveles de TNF en la 
infección con la cepa CbaAr-4005 (R=0,94; p=0,02) (Figura 42), no así con 78V-
6507 (R=0,78; p=0,12). No existió correlación estadísticamente significativa entre el 
porcentaje de célula en apoptosis y la concentración de IL-6 para ninguna de las 
cepas (R=0,85; p=0,07 para CbaAr-4005 y R=0,82; p=0,09 para 78V-6507).  
 
 
                                    
 
Figura 42. Correlación entre el porcentaje de células 
U937 en apoptosis versus  [TNF] en pg/mL en la 




Por otro lado, al analizar la relación entre la concentración de citoquinas 
proinflamatorias con la cantidad de virus, se obtuvo una correlación positiva entre las 
concentraciones de TNF  vs. número de copias virales (R=0,99; p=0,0001) e IL-6  vs 
el número de copias virales para la infección con CbaAr-4005 (R=0,96; p=0,0001) 
(Figura 43 A y B). No se obtuvo correlación estadísticamente significativa entre 
concentraciones de TNF  vs número de copias virales (R=0,85; p=0,07) e IL-6  vs el 
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Figura 43. Correlación entre (A) [TNF- ] vs. el número de copias de DNA viral. 




Respecto a la producción de citoquinas antiinflamatorias, las células U937 
produjeron IL-10 de manera basal, cuya concentración se mantuvo en valores 
relativamente constantes a lo largo de los días post-cultivos en los controles (Figura 
44). En la infección por la cepa 78V-6507, en cambio, se observó una concentración 
elevada en el día 1pi de IL-10 con valores significativos respecto a cepa CbaAr-4005 
(p<0,05); en los días posteriores pi los niveles disminuyeron siendo similares a los 
de la infección por la cepa CbaAr-4005 y controles. La infección con CbaAr-4005 no 
produjo cambios significativos respecto al control, durante los días pi estudiados.  
 
 
Figura 44. Niveles de IL-10 en sobrenadante de cultivos de células U937 
infectadas con SLEV cepa 78V-6507 y CbaAr-4005 a distintos días pi. Los 
resultados se expresan como la media ± desviación estándar ( ± DS) en 
pg/mL.  + Indica valores de concentración significativamente mayores para 





Cuando se relacionaron los diferentes parámetros con la concentración de IL-
10, se halló correlación positiva, en la infección por la cepa CbaAr-4005, entre el 
número de copias de DNA viral vs la concentración de la IL-10 (R=0,95; p=0,01) 
(Figura 45-A) y entre el porcentaje de células en apoptosis y la concentración de la 
IL-10 (R=0,95; p=0,02) (Figura 45-B). Con la cepa 78V-6507 no hubo correlación 
significativa entre número de copias de DNA viral con el nivel de IL-10, tampoco 
entre el porcentaje de células en apoptosis y la concentración de la IL-10.  
 
 
      (A)                                                         (B) 
                   
 
Figura 45. Correlación entre (A) número de copias de DNA viral vs [IL-10]. (B) 














5.        DISCUSIÓN 
 
 
En este trabajo se ha investigado la interacción entre SLEV, flavivirus 
endémico en Argentina, y células de la inmunidad innata,  en un modelo de infección 
in vitro de monocitos humanos (células U937) con cepas de distinta virulencia y 
condiciones epidemiológicas de aislamiento (CbaAr- 4005 y 78V-6507). Se evaluó la 
capacidad de infectar y replicar del virus, se identificó el mecanismo de muerte de la 
célula hospedadora  y se lo cuantificó, se caracterizó el perfil fenotípico y funcional 
de activación del monocito, según expresión de antígenos de superficie, receptores y 
patrón de mediadores biológicos (citoquinas) secretado. Así mismo se compararon 
los resultados obtenidos con cada cepa, ya que diferencias cuantitativas o 
cualitativas podrían estar relacionadas con la virulencia y condiciones 
epidemiológicas de aislamiento de las mismas. 
 
 
5.1    Capacidad de infección y replicación de SLEV en monocitos humanos. 
 
Las células U937 son una de las líneas celulares más utilizadas en modelos 
de investigación in vitro para la evaluación de la maduración del linaje monocítico y 
el subsecuente análisis biológico de sus características funcionales (1). Esto se 
debe, a que al inducir su diferenciación, desarrollan características morfológicas y 
funcionales de maduración similares a las descriptas para las células monocíticas 
normales, adquiriendo un gran repertorio de sus funciones (2,3). Los monocitos junto 
a los macrófagos y las CD son claves en el control de la replicación viral y la 
propagación de la infección por un flavivirus (4). Así mismo  participan en el 
andamiaje de la respuesta adaptativa frente al patógeno con consecuencia directa 
sobre el desarrollo y curso de la infección (5). 
En este trabajo se demostró que células de linaje monocítico fueron 
susceptibles a la infección por SLEV con las dos cepas estudiadas 78V-6507 y 
CbaAr-4005. Sin embargo se observaron diferencias con cada una de ellas. La cepa 
CbaAr-4005 en el cuarto día de la infección registró un aumento significativo en la 
tasa de infección, llegando en el último día (día 5 pi) a infectar al 93% de los 
monocitos. Mientras que en la infección por 78V-6507 el pico de células infectadas 
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se registró antes, en el tercer día, con un porcentaje menor (30%) de monocitos 
infectados, respecto a CbaAr-4005.  
Estudios de infección de U937 con DENV, mostraron que estas células sin 
diferenciación previa a macrófagos, fueron susceptibles a la infección con los cuatro 
serotipos de DENV sólo en presencia de anticuerpos opsonizantes y MOI altas, 
entre 10 y 20. DENV-3 y DENV-4 mostraron un pico de infección al día 2 pi, próximo 
al 90% de células infectadas, mientras que para DENV-1 y DENV-2 al día 3 pi 
(última medición) se alcanzó un 95% de infección (6). Estos hallazgo en DENV 
hacen que las U937 sean ampliamente utilizadas para evaluar el mecanismo de 
ADE (del inglés drive antibody-dependent enhancement),  donde la pre-existencia de 
anticuerpos no neutralizantes formarían complejos inmunes con el nuevo serotipo 
favoreciendo la capacidad de infectar al macrófago mediante los receptores para la 
fracción Fc de las inmunoglobulinas (7). En la actualidad con la emergencia del ZIKV 
en Sud y Centro América se utilizan las U937 para evaluar susceptibilidad de 
progenie mieolomonocítica al virus y también analizar la existencia de ADE entre 
DENV y ZIKV (8).  
Referido a SLEV son escasos los antecedentes bibliográficos  que 
identifiquen las células blanco que infecta el virus. Se demostró que los macrófagos 
peritoneales murinos fueron susceptibles a la infección in vitro por la cepa brasilera 
de SLEV (SPAn 11916)(9), sin registrarse el grado de infección ni de replicación. 
Otros trabajos han mostrado la susceptibilidad de células mieloides humanas (K562) 
y de neuroblastoma murino (Neuro2a) a la infección por SLEV cepa Parton, con una 
alta tasa de infección (10).  
En la infección de monocitos humanos aislados de CMSP con DENV-2 cepa 
16681 el porcentaje máximos de infección fue del 60% y se alcanzó en el día 2 pi, 
observándose una disminución de las células infectadas en los  días posteriores pi, 
hasta el 10 % de infección en el día 5 pi (11). Similares resultado se obtuvieron en 
macrófagos murinos de MO infectados in vitro con el JEV cepa Beijing-1, con un pico 
en la infección del 55% al día 2 pi (12).    
Es importante destacar el hallazgo de esta tesis, en cuanto a la 
susceptibilidad de las U937 respecto a la infección por SLEV. Se demostró que las 
U937 fueron susceptibles a la infección por SLEV cepas CbaAr-4005 y 78V-6507 a 
MOI baja y sin necesidad de anticuerpos opsonizantes ni diferenciación química, 
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demostrando que la cepa epidémica CbaAr-4005 poseer un poder de infectividad 
muy alto.   
Además de comprobar la capacidad que poseen ambas cepas de SLEV de 
infectar monocitos humanos, la cepa CbaAr-4005 demostró mayor capacidad de 
replicación, hecho que se tradujo en el mayor número de copias genómicas halladas 
con respecto a 78V-6507. Esto explicaría que casi la totalidad de los monocitos se 
encontraron infectados en los días que se observó elevado nivel de replicación.  
Rivarola 2015 (13) comprobó en modelo murino, que la cepa CbaAr-4005 
replica en diferentes órganos (cerebro, bazo, pulmón y riñón), sugiriendo la 
existencia de algún tipo celular común en estos órganos que permita la replicación 
de SLEV. Trabajos previos han reportado que CD, macrófagos y neutrófilos 
actuarían como blancos de replicación para WNV en bazo (14,15). Así mismo, se ha 
visto que las células mieloides presentes en diversos tejidos linfoides como bazo, 
timo, médula ósea y nódulos linfáticos no drenantes son blanco de replicación del 
virus Encefalitis Equina del Este (arbovirus)(16). Siendo que los monocitos son 
células comunes a los distintos órganos en los que replicó SLEV en el modelo de 
infección de Rivarola (2015)(13), y en función de haber sido identificados en este 
trabajo de tesis como células blanco para la replicación de SLEV, se puede inferir 
que los monocitos serían una de las células implicadas en la replicación del SLEV 
durante la infección in vivo. 
 Es de destacar también que en la infección de ratones con SLEV se sugirió, 
en base al tiempo de aparición del virus en los diferentes órganos (en el primer día pi 
se lo encontró en bazo y riñón, luego en el cuarto día pi en pulmón y por último en el 
quinto día pi, en cerebro) que la cepa CbaAr-4005 logra ingresar a SNC debido a la 
existencia de una replicación extraneural previa (13). Esta hipótesis ya ha sido 
considerada en trabajos previos como el de Wang y col.(2003)(17) quienes 
utilizando como modelo viral a WNV intercalaron distintas vías de inoculación y dosis 
virales en ratones y concluyeron que la replicación extraneural sería necesaria para 
la llegada del virus al SNC. También otro grupo de investigadores vinculó la 
replicación viral con la neuroinvasividad, ya que observaron que la supresión 
temprana de la replicación viral en los macrófagos y las células dendríticas, 
mediante tecnología de interferencia de ARN, fue clave en la prevención del 
desarrollo de enfermedad neurológica fatal en roedores (18). 
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Así, según los resultados de este trabajo y los antecedentes bibliográficos 
antes descriptos se puede hipotetizar que los monocitos estarían implicados en la 
replicación extraneuronal de la cepa epidémica CbaAr-4005 de SLEV en bazo, riñón 
y pulmón, lo que generaría un alto nivel de viremia que facilitaría la neuroinvasividad 
viral manifestada por esta cepa en modelo murino (13). En función de ello se podría 
considerar que los monocitos tendrían un importante rol en la fisiopatogénesis de la 
infección por SLEV.   
Dado que se han obtenido diferencias significativas en la capacidad de 
infección de las cepas de SLEV estudiadas, está demostrado que distintas cepas 
virales pueden replicar de manera diferente, condición probablemente regulada por 
mecanismos celulares que controlan la replicación y/o maduración viral (19) y este 
fenómeno a su vez puede constituir un factor determinante en la virulencia de una 
cepa (20).  
Para que una cepa viral sea considerada virulenta es imprescindible tener en 
cuenta varios factores que involucran tanto a la población viral como a la capacidad 
del hospedador para responder a la invasión viral (20). Actualmente muchos 
investigadores coinciden en que la virulencia es un proceso adaptativo que involucra 
tanto a los mecanismos de transmisibilidad y patogenicidad viral como al potencial 
de recuperación del hospedador (21).  
La virulencia también depende de la capacidad del virus para infectar las 
células del hospedador, multiplicarse en ellas, diseminarse y producir alteraciones 
que dan como resultado diferencias en la patogenicidad (22).  
Las diferencias en la virulencia entre las dos cepas estudiadas (23) pueden 
ser causa de múltiples factores. Uno de ellos podría estar relacionado a la capacidad 
de cada cepa para replicar en los monocitos, teniendo en cuenta la función 
propuesta para estas células en la fisiopatogénesis de la infección. Esto coincide con 
la elevada virulencia de CbaAr-4005 en modelo murino demostrado por Rivarola y 
col (2014)(23), donde la infección en ratones de 21 días de edad por CbaAr-4005 
provocó la mortalidad del 100% de los animales, en cambio la infección con 78V-
6507 sólo del 30 %. Por otro lado, aves experimentalmente infectadas desarrollaron 
mayor viremia con CbaAr-4005 respecto a otra cepa no endémica La mayor 
virulencia de la cepa CbaAr- 4005 también se observó en aves que exhibieron una 
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viremia mayor con esta cepa aislada de mosquito durante un brote de encefalitis, 
respecto a la cepa no epidémica 79V-2533 (24).  
Sumado a ello, otros autores demostraron que la capacidad de replicación del 
virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (Tick Borne Encephalitis-TBEV) en 
una línea celular de macrófagos murinos se relacionaba con la virulencia de la cepa 
en el modelo animal in vivo (25).  
Por otro lado es importante destacar que SLEV toma como blanco para 
infectar y replicar a una célula perteneciente a la inmunidad innata, como lo es el 
monocito. Por lo general, las células del linaje monocito-macrófago suelen tener 
éxito en eliminar a la mayoría de los microorganismos, sin embargo el patógeno 
puede evadir los mecanismos microbicidas de estas células, logrando una 
“convivencia” y utilizándolas para su provecho (26). Se ha comprobado la 
subordinación de los monocitos por los flavivirus (4). Tal es el caso de DENV que los 
utiliza para su replicación, aumentando la gravedad de la infección y el daño en el 
organismo del huésped (27). Un comportamiento similar se le podría atribuir a cepa 
epidémica de SLEV, CbaAr- 4005. Su alto grado de replicación, permite inferir que 
logra evadir la capacidad microbicida del monocito y lo utiliza como reservorio para 
su propio beneficio. Esto le permite generar gran cantidad de viriones posibilitando la 
diseminación de la infección hacia otras células y tejidos, lo que beneficiaría su 
invasión a SNC. En cambio, 78V-6507 no podría escapar de la acción del monocito. 
En la infección por esta cepa se comprobó que el monocito  logró  limitar para luego 
inhibir la replicación viral y con ello atenuar la eficacia de la infección por la cepa 
endémica. Esto explicaría, en parte, la menor virulencia de esta cepa hallada en 
modelo murino (23).  
Para WNV ha sido identificada la estrategia que emplea el virus para evadir la 
inmunidad innata y así favorecer su replicación. WNV aumenta la biosíntesis de 
colesterol y genera su redistribución en la membrana plasmática de la célula 
huésped,  lo que provoca una disrupción de los dominios rafts lipídicos e inhibición 
de la acción de los interferones antivirales IFN α/β mediante señalización Jak/Stat 
(28). Para SLEV no hay estudios preliminares que identifiquen los posibles 
mecanismos implicados en este proceso. En razón de lo expuesto y en base a los 
resultados de esta tesis, se podría inferir un comportamiento particular de la cepa 
CbaAr-4005 reflejado por su capacidad de replicar en una célula de la inmunidad 
innata, evadiendo la respuesta antiviral del monocito. 
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5.2   Consecuencias de la infección del SLEV sobre la viabilidad de monocitos 
humanos. 
 
5.2.1  Identificación del mecanismo de muerte y su relación con la replicación 
del virus y la virulencia de la cepa. 
 
En este trabajo de Tesis se comprobó que SLEV provoca la muerte de 
monocitos humanos, hecho que depende del tiempo postinfección (a partir del tercer 
día) y de la cepa infectante (mayor con CbaAr-4005). Esto coincide con lo reportado 
por Parquet y col (2002)(10), donde SLEV cepa Parton provocó la muerte celular 
dependiendo del tiempo pi. Sin embargo, en ese trabajo se halló un número 
importante de células muertas en días más tempranos pi. Las diferencias halladas 
respecto al tiempo en la inducción de muerte por SLEV entre este trabajo de tesis y 
el de Parquet y col. 2002 (10), se pueden justificar en el uso de cepas y líneas 
celulares diferentes. Así se obtuvo que a la misma MOI=1, la cepa epidémica CbaAr-
4005 provoca aproximadamente el doble de mortalidad que la cepa endémica 78V-
6507 en la misma línea celular de monocitos humanos. Por otro lado, Parquet y col. 
2002 (10) utilizando la misma cepa de SLEV (Parton) a MOI=1 pero en diferentes 
líneas celulares, obtuvieron distintos valores de mortalidad inducidos a diferentes 
tiempos de la infección. A partir de esta investigación y los antecedentes descriptos, 
se puede agregar que la muerte de células huéspedes por SLEV depende tanto de 
la cepa infectante, del tiempo de transcurso de la infección y del tipo de célula 
infectada por SLEV.  
En este trabajo se observó el efecto citopático provocado por SLEV sobre los 
monocitos lo que hizo que se sospeche de la apoptosis como mecanismo de muerte 
ligado a la infección por SLEV. De allí que se utilizaron diferentes estrategias 
metodológicas a fin de identificar este proceso en sus distintas etapas. De este 
modo, se comprobó que la infección por ambas cepas de SLEV (CbaAr-4005 y 78V-
6507) provocó que los monocitos transloquen el fosfolípido PS (hecho asociado al 
comienzo del proceso apoptótico), activen caspasas efectoras, adquieran la 
morfología propia del fenotipo apoptótico (disminución del tamaño celular, 
condensación de la cromatina, aparición de cuerpos apoptóticos) y  fragmenten el  
ADN (característica del proceso apoptótico en su fase final). Estos hallazgos 
permiten claramente que se identifique a la apoptosis como el mecanismo 
91 
 
responsable de la inducción de muerte de los monocitos durante la infección por 
SLEV. 
Existen números antecedentes respecto a la muerte por apoptosis causada 
por Flavivirus. Se ha reportado también que la cepa Parton de SLEV provoca 
apoptosis en células K562 y Neuro 2a (10). Se conoce que DENV provoca apoptosis 
en monocitos humanos (11,29) y murinos , en mastocitos (30) y en otras células 
mononucleares de sangre periférica (CMSP) como CDmo (31). También en otros 
tipos de células de mamíferos como células del SNC (neuroblastoma humano y de 
ratones, neuronas corticales y del hipocampo, células cerebrales humanas)(32). 
Similar al DENV, el WNV induce la muerte celular apoptótica en varios tipos de 
células, K562, Neuro2a, Vero, A549, etc (33,34). Por su parte el JEV genera 
apoptosis en células neuronales (N18, NT2)(35), fibroblastos (BHK21)(36), y células 
Vero(37).  
Se comprobó que la apoptosis de los monocitos fue inducida por ambas 
cepas de SLEV (CbaAr-4005 y 78V-6507) en una etapa tardía de la infección. En la 
infección por CbaAr-4005 a partir de las 72 hs pi se comenzaron a detectar signos 
de apoptosis a niveles bajos (12% de células translocaron la PS vs. 2% de los 
controles y 13% de células tenían caspasa-3 activa vs. 2% de los controles). El 
aumento importante en la apoptosis se da entre las 72 y 96 hs, ya en el cuarto dia pi 
más 40 % de los monocitos habían translocado la PS vs. 7 % control y más del 60 % 
de las células presentaban la caspasa efectora -3 activa vs. 4 % de los controles. El 
grado de apoptosis provocado por la cepa CbaAr-4005 en monocitos es similar a lo 
previamente reportado con la cepa SLEV Parton, donde SLEV provocó 
aproximadamente un 50% de apoptosis en células K562 (a las 72 hs pi) y Neuro2a 
(a las 48 hs pi)(10). En la infección por la cepa endémica 78V-6507 en cambio, se 
comenzó a detectar apoptosis de manera más tardía, recién a las 96hs pi y a niveles 
más bajos que con CbaAr-4005, sólo el 17 % de monocitos translocaron la PS vs. 7 
% control y el 14 % de las células presentaron caspasa-3 activa vs. 4 % de los 
controles.  
Uno de los hechos que puede explicar la inducción tardía y la diferencia del 
grado de apoptosis generado por las distintas cepas de SLEV se relaciona con la 
cinética y la tasa de replicación viral de cada una. Para la infección con CbaAr-4005 
se demostró correlación positiva entre el número de copias de ADN viral y el 
porcentaje de monocitos en apoptosis, aumentando la apoptosis a medida que lo 
hacía el número de copias virales encontradas en el sobrenadante. Por otro lado con 
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78V-6507 no hubo correlación entre la carga viral y la apoptosis. En este caso, el 
virus replica sólo hasta el tercer día, alcanzando niveles de carga viral 
aproximadamente diez veces menores que CbaAr-4005, lo que explicaría la 
inducción tardía y en menor grado de la apoptosis por la cepa endémica.  
Parquet y col (2002)(10), demostraron que la inducción de apoptosis por la 
cepa Parton de SLEV dependía de la replicación del virus, ya que si las células se 
infectaban con el virus inactivado por irradiación UV, no se producía apoptosis. Si 
bien en esta tesis no se usó virus inactivado, en la infección por SLEV cepa CbaAr-
4005 el grado de apoptosis correlacionó con la carga viral, lo que indicaría que los 
monocitos con alto grado de replicación morirían por apoptosis.  
En la infección por DENV también se observa que la apoptosis no puede 
controlar la replicación del virus, existiendo una correlación positiva entre ambos 
parámetros y relacionándolos con la virulencia de la cepa (38,39). Algo importante 
para destacar, es que los diferentes brotes de DENV pueden explicarse en parte por 
la circulación de cepas con alto grado de replicación viral y de inducción de 
apoptosis (32). En este sentido se comprobó que la cepa aislada de un caso fatal de 
DENV (Paraguay 2007; DENV3 / 5532) generó mayor tasa de replicación viral y 
apoptosis en células CDmo que la provocada por cepas aisladas  de casos no 
fatales (Brasil 2002, DENV3 / 290) (31).   
Según los antecedentes expuestos para otros flavivirus, los hallazgos 
aportados por este trabajo en cuanto a nivel de replicación viral de SLEV y el grado 
de apoptosis de células de la inmunidad innata, constituyen un aporte que 
permitirían explicar, en parte, las diferencias de virulencia (23,24) y condiciones 
epidemiológicas de aislamiento de cada una de las cepas estudiadas. Así, la mayor 
virulencia de la cepa CbaAr-4005 en modelo murino (23) se pueda explicar por el 
alto grado de replicación del virus en células de la inmunidad innata y el elevado 
grado de apoptosis que provoca en estas células, lo que justificaría también que se 
haya aislado durante un brote de encefalitis (40). Por otro lado la menor virulencia en 
modelo murino demostrada para 78V-6507 (23) y su aislamiento en condiciones 
endémicas (41) se podrían justificar, en parte, por la baja tasa de replicación del 






5.2.2 Vías de activación de la apoptosis en monocitos humanos 
infectados con SLEV.  
 
Identificada la apoptosis como mecanismo de muerte de los monocitos por la 
infección de SLEV es importante identificar también la vía utilizada por el virus para 
activar este mecanismo.  En primer lugar, la apoptosis inducida por ambas cepas 
CbaAr-4005 y 78V-6507 de SLEV dependió de la activación de las caspasas, según 
se comprobó la presencia de caspasa-3 activa en los monocitos. La caspasa-3 es 
considerada como la principal caspasa ejecutora y su activación es esencial para los 
cambios morfológicos propios de la apoptosis (condensación de la cromatina, 
formación de blebbing en la membrana plasmática y fragmentación del ADN, entre 
ellos) (42).  
La apoptosis mediada por caspasa-3 fue descripta en la infección con varios 
flavivirus. En la infección por WNV se demostró la importancia de la apoptosis en la 
patogénesis de esta infección y se identificó como clave el rol de la caspasa-3, ya 
que se observó apoptosis vía activación de caspasa-3 en el cerebro de ratones de 
tipo salvaje. En cambio los ratones caspasa 3 -/- eran más resistentes a la infección 
letal por WNV presentando disminución de la muerte neuronal en corteza, tallo 
cerebral  y el cerebelo (34). 
SLEV, al igual que WNV, es neurotrópico y se sabe que infecta neuronas in 
vitro (10) y que causa apoptosis neuronal en modelo murino de infección in vivo (13). 
El hecho de que se haya demostrado, en este trabajo, que la apoptosis depende de 
caspasa-3 adquiere relevancia en cuanto se podría utilizar como futura diana 
terapéutica para restringir la lesión neuronal del SNC provocado por este virus.  
Por otro lado, se identificó a la vía mitocondrial como responsable en la 
activación de la caspasa-3. Se demostró que la infección por ambas cepas de SLEV 
induce pérdida de la polaridad de la membrana mitocondrial. Esto provoca la 
disrupción de la membrana mitocondrial con el aumento de su permeabilidad y la 
consiguiente salida de proteínas apoptóticas que activan a caspasa-3. Es 
interesante destacar la importancia de que se haya identificado la vía mitocondrial 
dependiente de caspasa implicada en la infección por SLEV, ya que está descripta 
una vía mitocondrial de inducción de apoptosis independiente de caspasa-3, 
mediada por el factor inductor de apoptosis (AIF, del inglés apoptosis inductor factor) 
y de la endonucleasa G que hidrolizan del ADN en fragmentos de alto PM (43).  
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La vía mitocondrial en la inducción de apoptosis por SLEV fue también 
propuesta por Parquet y col. en 2002 (10) a través de la sobreexpresión de la 
proteína proapoptótica Bax. Este grupo de investigadores reportó el mismo 
mecanismo de apoptosis mitocondrial dependiente de Bax en células K562  y  
Neuro2a en la infección con WNV (33).  
Identificada la vía mitocondrial como la responsable de la inducción de 
apoptosis vía caspasa-3 en la infección por SLEV, la pregunta que surge es ¿qué 
estímulo es el responsable de la despolarización de la membrana mitocondrial en el 
contexto de la infección por SLEV?¿Será alguna proteína viral específica o un factor 
soluble liberado por la célula infectada? 
En el caso de la apoptosis reportada por Parquet y col (2002) (10) se 
desconoce si el responsable de la sobreexpresión de Bax fue alguna proteína viral 
específica o un factor intermedio soluble liberado en el contexto de la infección. Para 
varios flavivirus fueron identificadas proteínas estructurales y no estructurales (NS) 
como las responsables en la inducción de apoptosis por vía mitocondrial. Por 
ejemplo en la infección por WNV, en modelos in vivo e in vitro, se informó que la 
proteína de la cápside de WNV (WNVCp) por sí misma induce rápida condensación 
nuclear y muerte celular por apoptosis vía mitocondrial mediante activación de 
caspasa-9 y caspasa- 3 (44). Se ha visto que en presencia de la WNVCp se 
secuestra al nucléolo un regulador negativo de p53, generando mayor estabilidad del 
factor de transcripción p53 que comienza a transcribir para la proteína Bax y así se 
induce la apoptosis en fibroblastos murinos (45). En la infección con DENV se 
reportó que la producción intracelular de la proteína M activa la apoptosis por vía 
intrínseca en células Neuro2a y células de hepatoma humano (HepG2)(46). En el 
mismo estudio se identificó la ApoptoM una secuencia de nueve residuos de 
aminoácidos (M-32 a -40) compartida por varios flavivirus, como la responsable del 
efecto citopático ligado a la apoptosis observado en la infección por DENV, WNV y  
YV (46). Ensayos de infección in vitro de células  HepG2, Vero y C6 con la cepa 
vacunal de JEV (JEV-YL) demostraron que la proteína estructural E induce 
apoptosis en esas células (47). Referido a la participación de las proteínas NS, 
estudios in vitro en células de mamíferos (Neuro2a, HeLa y Vero) demostraron que 
los dominios helicasa y proteasa de la proteína no estructural NS3 de WNV eran 
responsables de generar apoptosis vía activación de caspasa-8 y caspasa-3 (48). 
También esta misma proteína se vinculó con la inducción de apoptosis vía intrínseca 
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dependiente de caspasa-9 y caspasa-3 en células Vero transfectadas con NS3  de 
JEV (49).  
Por otro lado es importante destacar que también se han involucrados 
mediadores solubles como responsables de la inducción de apoptosis mitocondrial 
en la infección por flavivirus.  Algunos de ellos son radicales oxidantes producidos 
durante el proceso de infección, como es el caso de DENV, donde se observó que el 
aumento de la producción mitocondrial de ROS y RNS media la apoptosis 
dependiente de caspasa-3 por la vía intrínseca en células endoteliales (50). Se 
reportó además, que la expresión diferencial de varios genes inducibles por IFN / , 
regulan positivamente caspasa- 3 luego de la infección con DENV, provocando la 
apoptosis de células de endotelio vascular (HUVECs)(51). En la infección por JEV 
también se observó la participación de especies oxidantes en la apoptosis de células 
infectadas. Se comprobó que células neuronales (N18) infectadas por virus JEV 
parcialmente inactivado por UV, presentaban activación de la vía intrínseca, debido 
a la generación de ROS (52).  
Otro mecanismo de inducción de apoptosis mitocondrial recientemente 
descripto en flavivirus es el mediado por señales activadas desde el retículo 
endoplásmico (RE). En la infección por WNV se demostró la implicancia del RE y la 
participación de proteínas UPR (del inglés, unfolded proteins response) en la 
producción de estímulos apoptogénicos (53). Las UPR son un grupo de proteínas 
antiapoptóticas encargadas de mantener la homeostasis del RE degradando 
proteínas mal plegadas. Sin embargo, en situaciones de estrés persistente, como el 
provocado en una infección viral cuando existe replicación intensa, las UPR cambian 
su accionar suprimiendo la actividad de las proteínas antiapoptóticas e induciendo la 
expresión de proteínas proapoptóticas como la proteína CHOP (del inglés C/EBP 
homologous protein) (54). Se demostró en la infección por WNV que proteínas UPR 
en respuesta al estrés inducen mediante la participación de CHOP, la apoptosis 
mitocondrial de una manera Bax dependiente en células de neuroblastoma humano 
(SKN- MC) y neuronas primarias del hipocampo de rata (53). El rol del RE en la 
apoptosis mediada por señales ligadas a UPR también fue descripta para JEV, 
donde la activación de la proteína CHOP vía participación de proteínas UPR fue 
esencial para desencadenar la apoptosis en fibroblastos (BHK-21) y células 
neuronales (N18, NT-2) (36).  
Las vías extrínseca e intrínseca de la activación de la apoptosis están 
estrechamente vinculadas y ambas finalizan en la activación de caspasas efectoras, 
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como la caspasa-3. Igualmente la vía de los receptores de muerte es exclusiva de la 
activación extrínseca y ha sido ampliamente reportada en la infección por flavivirus 
(32). Por ejemplo en DENV se observó la participación de los ligandos de muerte y 
sus receptores en la apoptosis de varios tipos de células, por ejemplo en CDmo 
infectadas in vitro, se comprobó aumento de los niveles de las citocinas 
proinflamatorias TNF y Apo2L/TRAIL (31). En este trabajo ensayos con inhibidores 
de TNF y virus inactivado, demostraron que esta citoquina se relacionaba con el 
grado de apoptosis de las células y que era necesaria la replicación del virus tanto 
para la producción de TNF como para la apoptosis de las CDmo (31) .  
También se relaciona la inducción de apoptosis por vía extrínseca con la 
gravedad de la enfermedad ocasionada por el flavivirus. Así, en pacientes infectados 
con DENV se observó el aumento de CD95 soluble en plasma y del número de 
CMSP en apoptosis en individuos que progresaron a la forma grave hemorrágica 
(DH) respecto a los que poseían la forma leve febril (DF)(38). Además se identificó a 
la proteína NS5 de DENV como inductora de la vía de receptores de muerte, al 
interaccionar con la proteína de muerte 6 (Daxx), que entre otras funciones 
interactúa con el receptor de muerte FAS, para activar RANTES (CCL5), una 
citoquina estrechamente asociada con DH (55).  
Referido a los aportes de este trabajo, se demostró que los monocitos 
infectados por SLEV produjeron la citoquina proapoptótica TNF, siendo significativo 
el aumento de su concentración en la infección con CbaAr-4005 en los dos últimos 
días pi, coincidiendo este hecho con la elevada replicación viral y muerte celular por 
apoptosis. Se halló correlación positiva entre el nivel de monocitos en apoptosis y la 
concentración del TNF, por lo que se sugiere que la apoptosis evidenciada en esta 
infección podría también deberse a la activación de los receptores de muerte. En 
este sentido, se observó un aumento, si bien no significativo, en la expresión del 
receptor de muerte CD95 en los mismos días que se evidenciaron los elevados 
niveles de TNF y apoptosis, reforzando la posible participación de los ligandos de 
muerte y sus receptores en la muerte de estas células.  
Con el fin de analizar las posibles consecuencias de la apoptosis de los 
monocitos en el contexto de la infección de SLEV, se debe recordar que muchos 
virus utilizan las respuestas de sus células blanco para su propio beneficio y utilizan 
mecanismos complementarios para la replicación y la infección. En este marco, 
algunos de los mecanismos del huésped más afectados en una infección viral suelen 
ser los relacionados con las vías que regulan las señales de muerte y supervivencia 
97 
 
de la célula (54). En ese sentido, se demostró que la infección por SLEV provoca la 
translocación del fosfolípido PS a la cara externa de la MP de los monocitos. La 
mayoría de las células eucariotas tienen una distribución asimétrica de fosfolípidos 
en la bicapa que conforma la MP, donde los fosfolípidos que contienen colina, 
fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina se mantienen predominantemente en el lado 
externo de la membrana y los aminofosfolípidos PS y fosfatidiletanolamina (PE) se 
localizan mayormente en la membrana interna. Fisiológicamente, esta disposición de 
la PS tiene una función estructural ya que la carga negativa neta de la PS contribuye 
a la curvatura y fluidez de la membrana y funciones bioquímicas proporcionando 
sitios de acoplamiento para las proteínas con dominios de policatiónicos (56). 
Muchas vías bioquímicas críticas requieren la presencia de esta asimetría en la MP 
que es mantenida activamente por un grupo de transportadores de lípidos 
dependientes de ATP. Sin embargo, esta distribución de los fosfolípidos puede 
colapsar bajo una variedad de condiciones fisiológicas y patológicas dando lugar a 
cambios dramáticos en las propiedades bioquímicas de la membrana (57). La 
redistribución de PS a la cara externa de la membrana plasmática es un evento 
temprano en la apoptosis y ha sido ampliamente demostrado en muchos tipos de 
células murinas y humanas, independientemente del estímulo inicial (58). Esta 
exposición de la PS sobre la MP tiene importantes implicancias funcionales ya que 
señala a la célula para ser reconocida y rápidamente fagocitada (59), sin generar 
inflamación. En este sentido al analizar la  cinética en la expresión de PS  sobre la 
superficie de los monocitos durante la infección por SLEV, observamos que la 
translocación de la PS, evento morfológico de indicio de apoptosis se daba 
conjuntamente con la perdida de la viabilidad celular, hecho que se relaciona con la 
apoptosis tardía de la célula. En ninguno de los días del ensayo de infección se 
detectó un aumento significativo de los monocitos en apoptosis temprana, pero sí se 
evidenció una población significativa de monocitos en apoptosis tardía en la 
infección por CbaAr-4005 durante los dos últimos días de la infección. Por lo tanto 
podemos afirmar que esta cepa epidémica de SLEV regula la inducción de 
apoptosis, inhibiéndola en la fase temprana de la infección y estimulándola en la 
fase tardía.  
Otros flavivirus, como JEV y DENV, han mostrado similar comportamiento, 
en cuanto a generar apoptosis cuando la infección está avanzada. Estos virus 
parecen desencadenar la apoptosis en una fase bastante tardía de la infección, lo 
que facilitaría la replicación viral en las células infectadas (35,60,61). Existen 
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evidencias de que los flavivirus, en una etapa temprana de la infección, pueden 
bloquear la apoptosis dependiente de caspasas, mediante la activación de la 
señalización mediada por fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) (62). Se ha identificado a 
la proteína viral WNVCp como la responsable de inhibir la apoptosis a través esta 
vía en células de mamíferos (A549, HEK293T, Vero-76, BHK-21) (63), iniciándose 
así señales de supervivencia mediadas por Bcl-2 a fin de mantener a las células en 
condiciones favorables para la producción de virus por más tiempo (64). La WNVCp 
es la primera proteína viral producida en las células infectadas, sin embargo su 
papel en el ensamblaje del virus no es necesario hasta después de la replicación del 
ARN genómico por lo tanto desde una perspectiva temporal de la infección es 
perfectamente adecuada para bloquear la apoptosis de la célula huésped durante la 
replicación del virus (32). Podría ser esta una estrategia común planteada por los 
flavivirus para retardar la apoptosis de la célula infectada y favorecer la producción 
de viriones y así permitir la diseminación de la infección (18).   
De esta manera la inducción retardada de la apoptosis que se observa en el 
modelo experimental de este trabajo de Tesis, podría ser considerada como una 
estrategia planteada por la cepa CbaAr-4005 de SLEV, para utilizar al monocito en 
su beneficio. Así en la fase temprana de la infección inhibiría la apoptosis para 
favorecer la replicación y aumentar la progenie y luego en la fase tardía provocaría 
la apoptosis de la célula para favorecer la diseminación de los viriones y con ello de 
la infección. Por lo tanto también se podría considerar a la capacidad de regular la 
apoptosis manifestada por CbaAr-4005 como factor de virulencia asociado a esta 
cepa epidémica.  
Debido a que los monocitos cumplen una función esencial en la inmunidad 
antiviral, es importante dilucidar los mecanismos involucrados en la modulación de la 
apoptosis de estas células por SLEV y la implicancia de la misma en la 
fisiopatogenia de la infección por este virus. Para ello sería necesario complementar 









5.3  Expresión de moléculas de superficie y receptores en monocitos 
infectados con SLEV. 
 
5.3.1  Moléculas de superficie asociados a diferenciación celular. 
 
La línea celular de linaje monocítico U937 posee un estado de inmadurez 
estacionario que puede ser inducido a la diferenciación por agentes químicos o 
biológicos (2). De esta forma, al ser infectadas con SLEV se observaron cambios 
morfológicos (agrupación celular, adherencia, disminución del tamaño) dependientes 
de la cepa y el tiempo de exposición al virus, ya que fueron más evidentes en los 
dos últimos días de la infección con la cepa CbaAr-4005. Estos cambios son 
similares a los producidos por agentes químicos como  PMA, dimetil sulfóxido 
(DMSO), LPS bacterianos y la 1,25-dihidroxivitamina D3 activa (1,25-OH-2D3), 
utilizados comúnmente para diferenciar a las U937 a monocito/macrófago, proceso 
que también depende de la concentración del agente y del tiempo de exposición al 
mismo (3,65).  
Por mucho tiempo los monocitos fueron considerados, desde el punto de vista 
ontogénico, como células de desarrollo intermedio entre sus precursores de MO y 
los macrófagos tisulares. Actualmente, los resultados experimentales, permiten 
sostener que son células que poseen funciones específicas durante la inflamación 
(66). Los monocitos además de fagocitar, digerir y eliminar al virus (mecanismos 
efectores propios de la inmunidad innata) presentan antígenos virales  a los Li Th  y 
Li Tc. De esta manera y bajo la influencia del ambiente de citoquinas  generado, 
colaboran a instaurar la respuesta celular y humoral propia de la inmunidad 
adaptativa contra el virus (67).  
En este trabajo se ha demostrado en células U937 el posible rol que tendrían 
los monocitos como células blanco para SLEV y su compromiso en la replicación 
viral relacionando este hecho con la virulencia de la cepa infectante y la inducción de 
apoptosis. Los monocitos son células de gran plasticidad capaces de adquirir 
distintas características funcionales influenciadas por el microambiente tisular y el 
estímulo externo que reciban (68). Por eso adquiere especial relevancia describir el 
fenotipo de activación de las mismas, ya que su compromiso podría tener 




           Los monocitos de sangre periférica humana que expresan CD14++CD16− 
son considerados clásicos o inflamatorios (M1), en modelo murino se corresponden 
con los GR1+/Ly6Chigh, que son rápidamente reclutados al sitio de la infección 
donde se pueden diferenciar a macrófagos o a CDmo (69). Este fenotipo de 
monocitos produce altas concentraciones de mediadores inflamatorios como TNF, 
óxido nítrico, ROS y poseen alta capacidad microbicida (5). Otro subgrupo de 
monocitos, CD14dim CD16+ denominados no-clásicos o activados alternativamente 
(M2) poseen actividad antiinflamatoria, angiogénica y reguladora (70).  
Diversos estudios demostraron la participación de los M1 en la 
inmunopatogénesis de los flavivirus. Durbin y col (2008) (71) caracterizaron el 
fenotipo de las CMSP de pacientes con infección aguda por DENV, demostrando un 
aumento de los M1 asociado con la replicación viral y lo relacionaron con la 
fisiopatología del DH ya que su número era significativamente más elevado en estos 
pacientes respecto a los que padecían DF. En modelo murino, se involucró a los M1 
(GR1+/Ly6Chigh) como los responsables en la encefalitis fatal por WNV, ya que el 
infiltrado de células de la microglia derivaba de monocitos periféricos inflamatorios 
que llegaban a SNC vía ligando de quimoquina- 2 (CCL2) (72).  
En este trabajo de Tesis se demostró la aparición del fenotipo monocítico M1 
luego de la infección con la cepa epidémica SLEV, coincidiendo el máximo 
porcentaje de células CD14+ (próximo al 40%) con la elevada tasa de replicación del 
virus. Por el contrario, en la infección por la cepa no epidémica 78V-6507, si bien se 
observó la aparición de monocitos CD14+ en la etapa tardía de la infección, el 
tamaño de la población no fue significativo (15%). Dada las diferencias de 
replicación y cantidad de células CD14+ generadas por estas cepas, se puede 
hipotetizar que el SLEV replicaría en mayor grado en las células CD14+. Esto fue 
demostrado en CMSP de niños con dengue agudo, en los cuales se observó que las 
células positivas para prM de DENV eran principalmente monocitos CD14+ y mitad 
de ellas poseían la proteína no estructural NS3 indicando que en esas células el 
virus estaba replicando. Además en ese trabajo se asoció el aumento de células 
CD14+ con DH ya que estaban aumentadas en niños con esta complicación de la 
enfermedad (71).  
Rivarola (2015) (13) demostró que la mortalidad de ratones infectados con la 
cepa CbaAr- 4005 fue  mayor que con 78V-6507 y que se reducía significativamente 
al disminuir la carga viral administrada. La relación entre la carga viral y la mortalidad 
también ha sido observada con WNV. Al comparar la virulencia de cepas europeas 
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de WNV en función de la replicación in vitro en células Neuro2a y la mortalidad en 
ratones se determinó que la cepa que generó mayor carga viral in vitro manifestó 
neuroinvasividad y mayor grado de mortalidad en ratones (21). Por lo tanto al 
proponer a los monocitos CD14+ como células donde SLEV replica en mayor 
magnitud, y al estar relacionada la carga viral con la mortalidad de ratones, podemos 
inferir que los monocitos CD14+ estarían involucrados en la fisiopatogenia de la 
enfermedad por SLEV ya que dichas células serían fuente de nuevos viriones.  
Se ha demostrado la mayor capacidad de la cepa epidémica CbaAr-4005 
para estimular a las células U937 a un fenotipo maduro CD14+ beneficioso para el 
virus, ya que en este fenotipo celular el virus replicaría en gran medida generando la 
posibilidad de diseminar la progenie viral. Por el contrario la cepa endémica 78V-
6507, carece de este factor de virulencia, generando una baja estimulación en la 
maduración de los monocitos y con ello limitando la replicación viral y la posibilidad 
de diseminar la infección. 
Un hecho interesante de destacar es la alta apoptosis y mortalidad observada 
en las células CD14+, donde el 80% de las células provenientes de la infección con 
CbaAr-4005 translocaron PS y de esta población la mitad eran células muertas. Para 
ambas cepas se hallaron correlación positiva entre presencia de CD14 y apoptosis y 
negativa entre CD14 y viabilidad celular. Esto refuerza la hipótesis de la participación 
de células CD14+, de un fenotipo de mayor madurez,  como lugar de alta replicación 
para la cepa SLEV CbaAr-4005, proceso que induciría la apoptosis de las células 
CD14+, justificando así estos hallazgos.  
Otro aspecto para considerar respecto a la presencia de la molécula CD14 es 
su posible rol como receptor para SLEV. La importancia de este antígeno de 
superficie como receptor para DENV fue demostrado por Chen y col (1999) (73) que 
observaron que los LPS bacterianos producían una marcada supresión en la 
infección de cultivos primarios de monocitos y macrófagos, al ser agregados previa o 
conjuntamente con el virus. Estos autores postularon que los LPS bloquearían el 
ingreso del DENV en estas células a través de su receptor CD14 (73). Al respecto 
serán necesarios futuros estudios in vitro para evaluar la participación de CD14 en el 





5.3.2   Moléculas y receptores asociados a activación celular 
 
5.3.2.1 Moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad 
 
La expresión de la molécula HLA-DR, del grupo de CMH clase II, sobre los 
monocitos es fundamental para la presentación de antígenos virales y así estimular 
a los Li Th CD4+ y en consecuencia desencadenar una respuesta inmune adaptativa 
eficaz contra el virus. Por lo tanto, muchos virus han desarrollado estrategias para 
evitar la función de los monocitos como CPA, en detrimento de la generación de una 
adecuada respuesta inmune adaptativa favoreciendo así la diseminación viral en el 
huésped (18).  
Las células U937 expresan constitutivamente la molécula HLA-DR, sin 
embargo se observó que en los cultivos infectados con CbaAr-4005 
aproximadamente la mitad de la población celular poseía una elevada IMF para la 
marcación de HLA-DR (HLA-DR++). La aparición de esta subpoblación de U937 
HLA-DR++ fue coincidente en el tiempo con la presencia de las células CD14+, alta 
tasa de replicación viral y de muerte por apoptosis. Por otro lado las células HLA-
DR++ eran CD14- y excluían el colorante 7-AAD, por ende eran fenotípicamente 
más inmaduras y poseían una alta viabilidad (superior al 90%) respecto a la 
subpoblación U937CD14+HLA-DR+. Esto haría suponer que serían células no 
infectadas o que soportarían baja tasa de replicación y que el incremento en la  
expresión de HLA-DR++ en estas células sería consecuencia del perfil de citoquinas 
proinflamatorio producido en el contexto de la infección viral. En la infección con la 
cepa 78V-6507 no se observó la subpoblación U937 HLA-DR++, esto podría ser 
consecuencia de la presencia de IL-10, citoquina que no favorece la expresión de 
HLA-DR y cuya producción fue estimulada desde el inicio de la infección por la cepa 
endémica.  
En el caso de la infección por otros flavivirus que infectan y replican en 
monocitos, se comprobó que DENV, YFV y JEV, alteran el fenotipo de las células y 
su función como CPA. Por ejemplo, se observó que las CDmo infectadas con DENV 
disminuyen la expresión de moléculas del CMH I, II y moléculas co-estimuladoras y 
evidencian deterioro para polarizar la respuesta de Li T CD4+  hacia el perfil Th1, 
apropiado para eliminar el virus (74). Para JEV se comprobó que el virus inhibe la 
expresión de marcadores de superficie de maduración y de CMH I en monocitos y 
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CD, a la vez que induce el deterioro funcional de las CD generando una pobre 
respuesta de los Li T CD8 + (12). Se ha encontrado además que la infección con el 
JEV no sólo perjudica la capacidad de las CPA para la activación de células T CD8+, 
sino que también expande la población de los Li T reguladoras (LiTCD4+Foxp3+), 
con función inmunosupresora potencial (75). Estos resultados indican que los 
flavivirus manipulan la función de los monocitos como CPA, disminuyendo la 
presentación antigénica restringida por CMH, lo que conduce a menor estimulación 
de Li T, impidiendo la generación efectiva de mecanismos celulares y humorales 
propios de la inmunidad adaptativa y favoreciendo con ello la diseminación de la 
infección. 
La relevancia de la presencia de la población de células HLA-DR++ en el 
marco de la infección con la cepa CbaAr-4005 debe ser dilucidada con futuras 
investigaciones, ya que no se puede afirmar que tengan un comportamiento eficaz 
como CPA porque no fue evaluada la presencia de moléculas co-estimuladoras 
fundamentales para el accionar efectivo de una CPA. El aumento de la expresión de 
HLA-DR sobre las U937 puede responder a la activación de la célula producto de los 
mediadores biológicos liberados en la infección por la cepa epidémica.  
 
 
5.3.2.2  Receptores Toll- Like 
 
El sistema inmune innato actúa como la primera línea de defensa para la 
detección de una infección viral y responde con mecanismos de protección 
inmediatos. Esto implica el reconocimiento de los PAMP por células, tales como 
monocitos o macrófagos, CD y células asesinas naturales (NK). Por lo tanto, la 
primera barrera a superar para la infección viral son las respuestas rápidas de la 
inmunidad  innata del huésped, que incluyen los IFN α/ , citoquinas inflamatorias, las 
proteínas del complemento, la acción de las células NK, la apoptosis y la autofagia. 
Estas respuestas están mediadas por la estimulación de receptores de 
reconocimiento de patógenos (RRP), dentro de los que incluyen los TLR ubicados 
en las células inmunes.  
Los monocitos detectan ARN de simple o doble cadena de flavivirus a través 
de los RRP, como RIG-I y TLR3/7. Estos receptores activan sus moléculas 
adaptadoras IPS-1, TRIF, MyD88 respectivamente, que inician la cascada de 
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señalización (IKK , TBK1, RIP-1, y IRAK4) que finalmente activan los factores IRF-3, 
IRF-7, y NF-kappa B, que conducen a la transcripción de los genes de IFN  /  y 
citoquinas pro-inflamatorias a fin de generar un estado antiviral (18). 
Las células U937 no expresan de manera basal TLR-3 ni TLR-2. En la 
infección de U937 por SLEV se detectó la expresión temprana de TLR-3 en el primer 
día de la infección, independientemente de la cepa utilizada.  
El rol de TLR-3 en las infecciones virales es controversial. Para ciertos virus 
se ha demostrado que TLR-3 contribuye a su eliminación, mientras que para otros 
se ha observado que el virus puede beneficiarse de la estimulación de TLR-3 (76). El 
caso más relevante de la implicancia de la participación de TLR-3 en la infección por 
un flavivirus, quedó demostrada para WNV, ya que ratones TLR-3 deficientes (TLR3 
- / -) fueron más resistentes a la infección letal por WNV, presentando disminución 
de producción de citoquinas proinflamatorias y mayor carga viral en la periferia. En el 
cerebro de los TLR-3 deficientes, la carga viral, los signos de inflamación y 
neuropatología se redujeron en comparación con ratones de tipo salvaje. A partir de 
este trabajo se considera que la infección por WNV conduce a una respuesta 
inflamatoria TLR-3 dependiente, que provoca disrupción en la BHE y permite la 
penetración cerebral del virus y posterior lesión neuronal (77).  
El silenciamiento de la expresión de TLR-3 en U937 provocó la disminución 
de citoquinas inflamatorias en respuesta a la infección por DENV, lo que sugiere que 
TLR-3 puede ser un componente importante de la respuesta antiviral a DENV (78). 
Por otro lado en la infección por JEV, los niveles de INF α/β en CD infectadas no se 
vieron afectados por el silenciamiento de MyD88 y lo más importante no tuvo efecto 
sobre la susceptibilidad a JEV in vivo (12). Este hecho sugiere que serían varios los 
TLRs involucrados en la infección viral.   
En el contexto de la infección por ambas cepas de SLEV durante las primeras 
horas pi el porcentaje de células que expresaron TLR-3 fue similar al porcentaje de 
células infectadas, lo que sugiere pensar que el virus induciría la expresión de este 
receptor. Es de tener en cuenta que los virus han evolucionado a fin de modular la 
señal vía TLR-3. Diferentes virus, hepatitis C, influenza A, respiratorio sincitial (79), 
de la inmunodeficiencia de simios (80) y VIH (81), aumentan la expresión de TLR-3. 
Dado que la regulación positiva de TLR-3 sensibiliza a las células a la exposición 
viral o dsRNA posterior, esto contribuiría a una mayor respuesta inflamatoria, que si 
el huésped no puede modular adecuadamente, genera lesión y daño histológico. En 
este sentido el hecho de que no se exprese TLR-3  en los días posteriores de la 
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infección con SLEV (CbaAr-4005 y 78V-6507) plantea la posibilidad de un 
mecanismo de down-regulación. Se podría tratar de un mecanismo regulador de la 
célula inmune, ya que al disminuir el número de moléculas TLR-3, menor será la 
posibilidad de interaccionar con el ARNsc viral y por lo tanto caería la producción de 
citoquinas inflamatorias reduciendo el riesgo de lesión en el huésped. Por otro lado, 
se podría deber a un mecanismo desplegado por SLEV para evadir la respuesta 
inmune innata generando la down-regulación en la expresión de TLR-3 evitando así 
la producción de mediadores antivirales. Al respecto se demostró que las cepas 
virulentas de WNV retrasan la activación de RRP, dando una ventaja para la 
replicación del virus dentro de las células durante las primeras etapas de la infección 
(82).  
Existe controversia en cuanto a cuáles serían los mecanismos utilizados por 
los flavivirus para evadir la detección por los RRP. Hay trabajos que indican que la 
proteína NS1 de WNV inhibe la activación transcripcional, inducida por TLR-3 , de 
IFN α/  e IL-6 a través del fracaso de la translocación nuclear de NF- B y IRF3 en 
células HeLa (83). También que la forma soluble de NS1 (NS1s) inhibe la 
señalización vía TLR-3 (84).  
Respecto a la expresión de TLR-2, se observó que el aumento en su 
expresión en la etapa tardía de la infección con la cepa epidémica CbaAr-4005 
coincidió con la aparición de las células de fenotipo maduro e inflamatorio CD14+ y 
la producción de citoquinas proinflamatorias como TNF e IL-6, con lo que se puede 
relacionar la presencia de este TLR como marcador de activación celular. En este 
sentido, el estudio in vivo e in vitro del perfil de activación de los monocitos con 
DENV, mostró que la infección con este virus gatilla la expresión de TLR2/4 y la 
secreción de citoquinas proinflamatorias que eventualmente conducirían a las 
manifestaciones del DH (85).  
En suma, múltiples TLR han sido implicados en el inicio de la respuesta 
antiviral como también algunos han sido involucrados en la fisiopatogenia de la 
infección por flavivirus; sin embargo, las vías de señalización involucradas y los 
mecanismos que plantea el virus para evadirlas dependen del virus en cuestión. Se 
necesitarán múltiples estudios con SLEV a fin de caracterizar la participación de los 





5.4     Producción de Inmunomoduladores por monocitos infectados por SLEV 
 
En este trabajo se demostró que la infección por SLEV estimuló a monocitos 
humanos a secretar citoquinas como IL-6, IL-10 y TNF. El perfil de citoquinas y la 
cinética en la producción dependió de la cepa infectante y el tiempo de la infección. 
Se observó que la cepa CbaAr-4005, de mayor virulencia y considerada epidémica, 
generó un perfil proinflamatorio, dados los elevados niveles de producción de  TNF e 
IL-6. Las células U937 no producen TNF e IL-6 de manera basal. La producción de 
estas citoquinas por U937 se logra sólo mediante estímulo de diferenciación 
provocados por PMA o factor estimulante de colonias de granulocítica- macrofágica 
(GM CSF, del inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ) (86) .  
Se observó que la mayor producción de TNF inducida por la cepa SLEV 
CbaAr-4005 coincidió con altos niveles de infección, replicación y apoptosis. Ha sido 
reportado que monocitos aislados de CMSP de individuos sanos infectados in vitro 
por DENV son fuente de TNF, hecho que se relaciona con la replicación viral ya que 
no se produce cuando se infecta con virus inactivado (87). Un estudio más reciente 
reportó que la replicación de DENV en CDmo correlacionó positivamente con la 
producción de TNF y la apoptosis y que se necesitan varios ciclos de replicación 
viral para gatillar su secreción (31).  
Se conoce que el TNF es un inductor de apoptosis (88). El aumento de TNF 
en el contexto de la infección de monocitos humanos por SLEV, podría generar una 
señal autócrina o parácrina para inducir apoptosis de estas células y de esa manera 
interferir en el ciclo de vida del SLEV. Se sabe que ciertos flavivirus pueden modular 
la apoptosis mediada por TNF a fin de favorecer su replicación. Así para lograr alta 
replicación viral en macrófagos, células hepáticas y CD, el DENV inhibe la apoptosis 
bloqueando la vía del factor NF-kB en respuesta de TNF (74).  
Tanto TNF como IL-6 puede interferir con el ciclo de vida del virus y / o iniciar 
un proceso inflamatorio en el transcurso de la infección (74). En varias infecciones 
causadas por flavivirus se demostró que las citoquinas inflamatorias son producidas 
por monocitos e intervienen en la fisiopatología y la evolución de la enfermedad (31). 
Se sabe que elevados niveles de TNF inducen expresión de moléculas de adhesión 
y apoptosis de las células endoteliales, favoreciendo la diapédesis, extravasación de 
células inmunes y la fuga vascular asociada al DH (89). Se demostró que DENV 
induce la producción de TNF e IL-6 en U937 diferenciadas a macrófagos y que el 
sobrenadante de este cultivo provoca la disrupción de las uniones de células 
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epiteliales (90). Numerosos trabajos pretenden identificar biomarcadores que definan 
los factores de riesgo para el desarrollo de formas graves de dengue. Tal es el caso 
descripto en un modelo murino de DH, donde la carga viral,  los altos niveles de TNF 
e infiltrado de macrófagos en los tejidos locales se correlacionaban con la apoptosis 
de células endoteliales y la hemorragia (91). La evaluación de CMSP de niños con 
DENV mostraron que los que desarrollaron DH presentaban niveles de apoptosis 
superiores respecto a los que padecían DF, sugiriendo que la severidad de la 
infección se correlacionaba con la apoptosis de células de la inmunidad innata. En 
este trabajo también se demostró que uno de los factores involucrados en la 
apoptosis de las CMSP eran los niveles elevados de TNF (39). Por otro lado hay 
autores que observaron asociación entre niveles plasmáticos elevados de IL-6 y 
receptores solubles de TNF (sTNFRI, sTNFRII) con formas severas de dengue, pero 
no con el aumento de TNF-α e IL-17(92).   
En los flavivirus neurotrópicos también se evaluó el rol de TNF en la 
encefalitis, que es la manifestación clínica severa de la infección. En la infección por 
WNV la capacidad de neuroinvasividad del virus estaría relacionada con una alta 
viremia y niveles elevados de citoquinas inflamatorias, donde TNF intervendría en la 
disrupción de la BHE posibilitando el ingreso del virus a SNC (93).  
La IL-6 es una citoquina fundamentalmente secretada por 
monocitos/macrófagos, aunque también por Li T, B, fibroblastos, queratinocitos, 
células endoteliales, etc. Participa en la inmunidad innata mediando  la producción 
de proteínas de fase aguda y en la adquirida, estimulando a los Li B a diferenciarse 
en células plasmáticas productoras de anticuerpos (94). En el modelo experimental 
de este trabajo se observó la producción de IL-6 desde el primer día pi, aumentado 
su concentración conforme aumentaron los días pi. Se sabe que IL-6 estimula la 
diferenciación celular, por lo que se puede sugerir que los cambios fenotípicos 
observados (pérdida de la homogeneidad morfológica, granularidad citoplasmática, 
adhesión y agrupación celular) conjuntamente con la aparición del marcador de 
monocitos maduros CD14 estuvieron mediados por IL-6, ya que coincidieron con su 
mayor producción. Por otro lado la cepa 78V-6507 generó la producción de IL-6 en 
concentraciones menores y de manera más tardía en la infección. El hecho que se 
produzca IL-6 en los tres últimos días de la infección experimental y a baja 
concentración podría justificar el menor número de células CD14+ halladas durante 
la infección con dicha cepa.  
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La IL-6 potencia los efectos citotóxicos del TNF aumentando los receptores 
para TNF (86). Se podría sugerir entonces que la maduración y activación de los 
monocitos junto con la elevada apoptosis generada en la infección por CbaAr-4005, 
estarían mediadas en parte por una acción sinérgica entre ambas citoquinas, hecho 
que ser refuerza por la correlación positiva encontrada entre la apoptosis, expresión 
de CD14+ y la concentración de estas citoquinas. Resultados de estudios 
relacionando los valores de IL-6 y TNF en plasma de pacientes con DF y DH y en 
cultivo de monocitos humanos infectados in vitro sugieren que ambas citoquinas 
están involucradas en el desarrollo del DH y que los monocitos podrían ser la 
principal fuente de producción de ellas (95).  
La mayoría de los estudios realizados en flavivirus relacionan la elevada 
producción de citoquinas proinflamatorias asociadas con un rol deletéreo para el 
huésped. En este trabajo se comprobó que la infección por la cepa epidémica 
CbaAr-4005 induce la maduración de monocitos humanos hacia un fenotipo 
funcional M1 dado por perfil de  citoquinas proinflamatorias cuyo rol en la infección in 
vivo tendrá que ser estudiado. Sin embargo la morbilidad y/o mortalidad que produjo 
la infección con la cepa CbaAr-4005 en modelo murino (13,23) podrían ser 
resultados de dichos hallazgos. 
Respecto a la producción de inmunorreguladores negativos de la respuesta 
inflamatoria, en este modelo de infección viral, la producción de IL-10 también fue 
dependiente de la cepa y el tiempo pi. La infección con la cepa 78V-6507 indujo la 
producción temprana de esta citoquina antiinflamatoria, mientras que CbaAr-4005 lo 
hizo aumentando su concentración en los días finales de la infección.  
La IL-10 es una citoquina inmunorreguladora importante con múltiples efectos 
biológicos en diferentes tipos de células que en humanos es producida por  linfocitos 
T reguladores, monocitos y células B (94). En la patogénesis de la infección con 
DENV, su función inmunosupresora está asociada a resistencia al IFN tipo I, lo que 
genera una disminución en la depuración del virus y persistencia de la infección (96). 
También se encontró una asociación entra niveles altos de IL-10 en plasma y 
dengue hemorrágico en niños (11,97). Estudios in vitro con monocitos infectados por 
DENV determinaron una correlación positiva entre concentración de IL-10, TNF y 
apoptosis (11), sugiriendo un rol inmunorregulador de la IL-10 en tanto su pico de 
producción fue posterior al nivel máximo de producción de TNF. Otros autores 
encontraron correlación entre el aumento de IL-10 y shock hemodinámico por 
dengue (29).  
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Según estos antecedentes, se puede inferir que la producción tardía de IL-10 
en la infección por CbaAr-4005 podría ser inducida cuando existen altos niveles 
TNF, como un mecanismo compensatorio del monocito a fin de regular el proceso 
inflamatorio. A demás se debe considerar que IL-10 induce apoptosis de monocitos 
vía CD95 y que los monocitos en apoptosis espontánea in vitro producen IL-10 (98). 
En la infección por WNV se le asigna un rol negativo a la IL-10 ya que su aumento 
post-infección en modelos in vivo e in vitro se asocia con alto grado de infección, en 
tanto ratones deficientes de IL-10 (IL-10-/-) muestran una mejor supervivencia (99).  
En la infección por CbaAr-4005 existió correlación positiva entre la carga viral, 
las concentraciones de TNF e IL-10 con la apoptosis de los monocitos, por lo que se 
podría deducir que el virus al infectar a los monocitos induce la producción de estas 
citoquinas que estarían involucradas en la apoptosis por vía extrínseca de la célula. 
La existencia de correlación positiva entre la IL-10 y carga viral permite que se 
sugiera que esta citoquina podría ser la responsable de los altos niveles de 
replicación viral de la cepa epidémica. En cambio en la infección por 78V-6507, la 
producción temprana de IL-10 posiblemente moduló la respuesta inflamatoria del 
monocito y la menor producción de TNF hecho que estaría ligado a la menor 
apoptosis de los monocitos. Por otro lado, como se mencionó en párrafos anteriores, 
si bien está documentado que los valores altos de IL-10 se relacionan con baja 
depuración viral y mayor replicación, esto no fue lo hallado en la infección con 78V-
6507. Se podría sugerir, en cambio, que la IL-10 sería un factor protector para los 
monocitos en la infección por la cepa 78V-6507, ya que se asocia a un mayor 
número de células viables, que podrían ejercer una acción microbicida más eficiente 
y con ello regular la replicación controlando así la diseminación viral. En ratones 
estos hallazgos se verían reflejados por la menor morbi-mortalidad que produce 
78V-6507 en modelo murino (13,23) 
Como se ha destacado los mediadores biológicos liberados por los 
monocitos pueden ejercer tanto una acción protectora como patológica, 
dependiendo del tipo de citoquina, la concentración y el tiempo de producción de 
estas moléculas efectoras. Por lo tanto serán necesarios estudios adicionales con 
SLEV a fin de profundizar y definir el rol biológico de las diferentes citoquinas 
(además de las estudiadas aquí) producidas frente a distintas cepas de este virus e 
identificar las vías de activación y señalización involucradas en su producción. La 
importancia de ello radica en la posibilidad de generar estrategias terapéuticas para 
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6.       CONCLUSIONES  
 
 
La virulencia es un proceso adaptativo y surge como el resultado de la 
conjunción de varios factores relacionados con el virus (transmisibilidad, 
patogenicidad, etc) y el potencial de recuperación del hospedador. En varios 
modelos se ha demostrado que los cambios en la virulencia están asociados con 
variaciones de diferentes aspectos de la biología en la interacción virus-huésped, lo 
que sugiere que la virulencia de una cepa viral puede verse afectada por un número 
potencialmente grande de factores. De allí la importancia de los hallazgos de este 
estudio, relacionados con la evaluación de la interacción entre SLEV y una célula de 
la inmunidad innata, el monocito, que a su vez es clave en el desarrollo de la 
respuesta adaptativa.  Este trabajo de tesis ha permitido realizar los siguientes 
aportes al conocimiento:  
 Se ha demostrado la susceptibilidad de células de linaje monocítico a la 
infección y replicación por dos cepas de SLEV: CbaAr4005 y 78V6507.  
 Como consecuencia de la infección y replicación viral estas células 
adquieren un fenotipo maduro y activado, que es distinto según  la cepa 
infectante.  
 Se han identificado distintos factores de virulencia asociados a la cepa 
epidémica CbaAr-4005 que posibilitan que el virus escape al mecanismo 
microbicida de una célula inmune y la utilice para su propio beneficio. Se 
observó también que los monocitos maduros inducidos por la infección 
soportarían la mayor replicación viral y producirían citoquinas.  En este 
sentido, se demostró correlación positiva entre carga viral, cantidad de 
células de fenotipo maduro, concentración de citoquinas pro-inflamatorias 
(TNF, IL-6) y anti-inflamatoria  (IL-10) y alto nivel de apoptosis. Por lo 
tanto, se puede sugerir que SLEV CbaAr-4005 al replicar induce la 
maduración de la célula hacia un fenotipo inflamatorio M1 que no logra 
limitar la infección y promueve la muerte tardía de la célula huésped por 
un mecanismo apoptótico mediado por caspasa-3 inducida por vía 
intrínseca y posiblemente por extrínseca  
 En la infección por SLEV 78V-6507, el monocito se activa hacia un 
fenotipo regulador M2 inducido por los altos niveles de IL-10 presentes 
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en la infección temprana, que modula la activación de esta célula y con 
ello regula la replicación viral y limita la infección, la producción citoquinas 
pro-inflamatorias y la muerte celular apoptosis.  
 Las diferencias halladas en la interacción entre las cepas estudiadas de 
SLEV y el monocito, podrían justificar, en parte, el comportamiento 
epidemiológico de estas cepas y las diferencias de virulencia en modelo 
murino y aviario.  
 
La interacción de los virus y células del linaje mieloide es compleja. Esta 
interacción es probablemente responsable, al menos en parte, de las diferencias 
cruciales entre la depuración viral y la patología. La identificación del monocito como 
célula susceptible a la infección por SLEV genera un amplio espectro para el 
desarrollo de futuras investigaciones (in vivo e in vitro) a fin de dilucidar los 
mecanismos que participan en la generación de la respuesta antiviral y las 
estrategias de evasión empleadas por el virus para evadirla.  
Los hallazgos expuestos adquieren gran relevancia máxime cuando con 
SLEV no existen antecedentes que describan la interacción del virus con los 
monocitos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
